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RESUMO  
  
Neste estudo, 151 isolados brasileiros de Sporothrix schenckii foram 
caracterizados quanto as suas características fenotípicas e genotípicas. Quanto às 
características fenotípicas, a maioria dos isolados apresentou conídios ovais, sendo 
que os de origem animal são maiores que os de origem humana (animal: 2,96 ± 1,07 
versus forma linfocutânea: 2,37 ± 0,43; forma fixa: 2,33 ± 0,53). Os isolados 
provenientes da região Norte do Brasil são os mais termotolerantes e os isolados do 
Nordeste são os mais termossensíveis. Os isolados de origem animal são mais 
tolerantes à temperatura quando comparados com isolados obtidos de pacientes. Os 
isolados brasileiros apresentaram grande variabilidade genética quando avaliados por 
RAPD. Por Southern Blot, utilizando a enzima APA I para o estudo do polimorfismo das 
regiões ITS, três genótipos foram obtidos. Não houve correlação entre o perfil obtido 
por RAPD ou Southern Blot com a origem clínica ou geográfica dos isolados. A 
secreção de proteínas/glicoproteínas é variável entre os isolados, sofrendo influência 
direta do meio de cultura. Os isolados brasileiros avaliados são produtores das enzimas 
DNAse e urease, 15,78% produzem gelatinase, 26,31% produzem proteinase e 21,05% 
produzem caseinase. Todos os isolados avaliados toleram pressão osmótica de 16,6% 
de glicerol, 89,47% toleram 20% e todos são inibidos a 23% e 28,5 % de glicerol. Todos 
os isolados avaliados toleram pressão salina de 6% e 8%; 42,10% toleram pressão de 
9% e 10% de sal e todos são inibidos a 12% de sal. Todos os isolados avaliados 
crescem na faixa de pH de 2,2 a 12,5.  A patogenia e virulência são variáveis entre os 
isolados, podendo estar relacionada ao genótipo do isolado. Diferentes proteínas são 
reconhecidas pelos soros dos camundongos infectados, sendo a molécula de 60 kDa, a 
mais reconhecida neste sistema. Em relação à esporotricose humana, as moléculas de 
70 kDa e 38 kDa são comumente reconhecidas por soros de pacientes com 
esporotricose fixa e linfocutânea. O antígeno bruto do isolado Ss 118 e a fração SsCBF 
são eficientes para diagnóstico da esporotricose felina através da técnica de ELISA. A 
fração SsCBF é capaz de elicitar resposta imune do tipo HTT em camundongos 
experimentalmente infectados. Em geral, os resultados indicam que os isolados 
brasileiros são heterogêneos, apresentando características genéticas e fenotípicas 
individuais, independentes de sua origem. Somente a área conidial e a tolerância a 
temperatura foram características fenotípicas relacionadas à origem.  
  
 
Palavras-chave: Sporothrix schenckii; características fenotípicas; características 
genotípicas; polimorfismo; antígeno; patogenicidade; virulência; fisiologia; diagnóstico; 
HTT. 
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ABSTRACT  
  
In this study, we analyzed 151 Brazilian S. schenckii isolates by phenotyping and 
genotyping aspects. About phenotyping aspects, most of isolates showed oval conidia 
and the mean conidial area of S. schenckii animal isolates was greater than clinical 
isolates (animal: 2.96 ± 1.07 versus lymphocutaneous form: 2.37 ± 0.43; fixed form: 2.33 
± 0.53). Isolates from the Northeast region exhibited the lowest thermotolerance and the 
Northern isolates exhibited the highest thermotolerance. Animal isolates are better 
thermotolerants than clinical isolates. The Brazilian isolates showed great genetic 
diversity when analyzed by RAPD. By Southern blot using the endonuclease APA I to 
study polymorphism of ITS regions, three genotypes were obtained. There was no 
association between RAPD and Southern profiles with clinical forms origin or geographic 
origin. The protein/glycoprotein secretion was variable among isolates and was directly 
influenced by the medium composition. All Brazilian isolates studied produced DNAse 
and urease exoenzymes, 15.78% produced gelatinase, 26.31% produced proteinase 
and 21.05% produced caseinase. All analyzed isolates grew at 16,6% of glycerol, 
89,47% grew at 20% of glycerol and all of them were inhibited at 23% and 28,5 % of 
glycerol. All analyzed isolates grew at 6% and 8% of NaCl, 42.10% grew at 9% and 10% 
of NaCl and all of them were inhibited at 12% of NaCl. All of them were able to grow at 
pH 2.2 to 12.5. The pathogenicity and virulence were variable among isolates and it can 
be related to the genotype. Different proteins were recognized by sera of infected mice 
and the 60 kDa molecule was the most one recognized in murine system. In relation to 
human sporotrichosis, 70 kDa and 38 kDa molecules were common recognized by sera 
from patients with fixed and lymphocutaneous sporotrichosis. The crude exoantigen of 
Ss 118 isolate and the SsCBF fraction are able to be used in the diagnosis of feline 
sporotrichosis by ELISA. The SsCBF fraction is able to elicit DTH immune response in 
infected mice. In general, our results indicate that Brazilian isolates are heterogeneous, 
which present individual phenotyping and genotyping characteristics, independent of 
origin. Only the conidial area and thermotolerance were related to origin. 
 
 
Keywords: Sporothrix schenckii; phenotyping; genotyping; polymorphism; antigen; 
pathogenicity; virulence; physiology; diagnosis, DTH. 
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1. INTRODUÇÃO 
1.1. Revisão geral e histórica 
 
Sporothrix schenckii é o agente etiológico da esporotricose, micose subcutânea 
crônica com freqüente comprometimento linfático. Este fungo foi descrito pela primeira 
vez em 1898 no Hospital Johns Hopkins em Baltimore, USA, por Benjamin Schenck 
(1898). Schenck isolou o microrganismo de lesões do dedo indicador e do antebraço 
onde havia múltiplas lesões ascendentes e nódulos ulcerados de um paciente de 36 
anos do sexo masculino. Após o isolamento do agente, o micologista Erwin Smith 
identificou o patógeno como microrganismo pertencente ao gênero Sporotrichum 
(Schenck, 1898; Morris-Jones, 2002; Ramos e Silva et al., 2007). Em 1900, Hektoen & 
Perkins relataram o segundo caso da doença quando isolaram o patógeno da lesão 
cutânea do dedo de uma criança que se ferira com um martelo. Baseado em resultados 
experimentais com animais de laboratório, Hektoen & Perkins (1900) descreveram 
detalhadamente a morfologia do patógeno e o denominaram Sporotrichum schenckii. 
Em 1910, na França, Matruchot classificou o agente como Sporothrix schenckii. Vários 
casos clínicos semelhantes começaram a surgir nos EUA e Europa (Beurmann & 
Gougerot, 1912). Na França, no início do século XX, a esporotricose era doença 
comum. Em uma série de relatos divulgados pelos estudiosos da época foram descritas 
desde formas cutâneas da micose, que eram as mais comuns, até as generalizadas, 
sendo estas mais raras (Beurmann & Gougerot, 1912). 
No Brasil, o fungo foi primeiramente relatado por Lutz & Splendore (1907) que 
descreveram o primeiro caso de infecção em animais ao isolarem o patógeno da 
mucosa oral de ratos. 
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Diversas tentativas para classificar e nomear este patógeno seguiram-se até que 
Davis, em 1921, estudando os isolados fúngicos dos casos da França e das Américas, 
concluiu que esses eram idênticos e nomeou o agente etiológico como Sporotrichum 
schenckii.  No entanto, Carmichael, em 1962, comparando as espécies dos gêneros 
Sporotrichum e Sporothrix observou diferenças na esporulação entre esses, 
recomendando Sporothrix schenckii, publicado por Hektoen & Perkins (1900), como o 
correto  para o patógeno causador da esporotricose (revisado por Kwon-Chung; 
Bennet, 1992). 
O fungo passou a ser descrito em todos os continentes, sendo a maioria nas 
Américas, principalmente México, Colômbia, Uruguai e Brasil (D’Alessio et al., 1965; 
Velasco-Castrejón & Gonzalez-Ochoa, 1976).  
 
1.2. Agente etiológico 
1.2.1. Taxonomia atual 
 
O agente causador da esporotricose é taxonomicamente classificado como: 
Reino - Fungi  
Divisão - Ascomycota 
Classe – Sordariomycetes 
Subclasse - Sordariomycetidae 
Ordem - Ophiostomatales 
Família - Ophiostomaceae 
Gênero - Sporothrix 
Espécie – Sporothrix schenckii 
(TaxonomyID:29908,NCBI/http//www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/taxonomyhome.html./) 
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Segundo Mariat (1971) e Travassos (1975), o fungo Ceratocystes stenoceras 
(Ophiostoma stenoceras) apresenta estágio conidial semelhante ao do S. schenckii. 
Alguns autores propõem que este seria o estágio teleomorfo de S. schenckii (Lacaz et 
al., 2002) ou que esta fase pertença ao gênero Ophiostoma (Berbee & Taylor, 1992; De 
Meyer et al., 2008). Guarro et al. (1999)  classifica o fungo como pertencente à Divisão 
Ascomycota, classe Pyrenomyces, ordem Ophiostomales e família Ophiostomataceae.  
Beer et al. (2003) estudaram as relações filogenéticas entre Ophiostoma 
stenoceras e S. schenckii através de análise da região ITS do gene ribossomal. Neste 
estudo, observaram a formação de dois grupos de S. schenckii demonstrando 
variabilidade genética entre os isolados da mesma espécie e afirmam que  o S. 
schenckii e Ophiostoma stenoceras são filogeneticamente relacionados, mas formam 
grupos genéticos distintos. Atualmente não há conclusão efetiva quanto à fase 
teleomorfa de S. schenckii.  
 
1.2.2. Polimorfismo genético de S. schenckii 
 
Diversos estudos mostram que S. schenckii apresenta alta variabilidade genética 
e as tentativas de agrupá-los de acordo com a origem geográfica ou forma clínica são 
contraditórias. Mesa-Arango et al. (2002) estudaram isolados do México, Guatemala e 
Colômbia por RAPD e observaram agrupamento genético relacionado à origem 
geográfica. Isolados ambientais do México formaram um grupo distinto dos isolados 
clínicos. Liu et al. (2003) estudaram o polimorfismo genético de isolados de S. schenckii 
do Japão, China e América, obtendo agrupamento genético relacionado à origem 
geográfica. Neyra et al. (2005) avaliaram o polimorfismo de isolados de S. schenckii do 
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Peru pela técnica de AFLP e observaram a formação de dois grupos genéticamente 
diferentes, porém sem relação com a origem geográfica ou forma clínica da 
esporotricose. Kong et al. (2006) utilizando os primers OPBG01 e OPBG14 para 
amplificar o DNA genômico de 15 isolados observaram agrupamento por similaridade 
genética de acordo com a forma clínica da doença. Zhang et al. (2006) estudaram o 
polimorfismo do gene ribossomal e espaçadores (ITS) de 31 isolados de S. schenckii 
provenientes da China obtendo 15 padrões genotípicos distintos, havendo correlação 
do padrão genotípico com a origem geográfica e forma clínica da doença. Galhardo et 
al. (2008) avaliaram a diversidade genética pela análise do polimorfismo de regiões 
microssatélite e seqüenciamento dos espaçadores ITS de isolados de S. schenckii 
obtidos de surto da esporotricose no Rio de Janeiro. Nove subtipos foram encontrados, 
evidenciando mais uma vez a variabilidade genética deste fungo sem relação com a 
forma clínica da doença.  
Marimon et al. (2006) estudaram isolados da Europa, América do Sul e África do 
Sul realizando análise por sequenciamento de DNA de três diferentes loci (quitina 
sintase, β-tubulina e calmodulina). Observaram que o agrupamento genético dos 
isolados estava relacionado a sua origem geográfica.  Um dos clados formados era 
composto somente de isolados do Brasil, sendo vinte e sete isolados oriundos do 
estado do Rio de Janeiro e dois do estado de São Paulo. Entre os isolados do Rio de 
Janeiro foram observados 6 genótipos, demonstrando sua alta variabilidade genética 
uma vez que os isolados são de uma área restrita do país. Neste trabalho, Marimon et 
al. (2006) sugerem pela primeira vez que a espécie S. schenckii  seja formada de um 
complexo de espécies filogeneticamente relacionadas, já que as populações deste 
fungo podem estar em processo de divergência evolutiva. Em seguida, Marimon et al. 
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(2007) propõem três novas espécies baseando-se em estudos da variabilidade do gene 
da calmodulina e fenotípicos. Morfologia, padrão de pigmentação e diâmetro, dos 
conídios, perfil de crescimento a 30º C, 35º C e 37º C e coloração das colônias após 14 
dias de incubação em meio CMA, padrão de assimilação dos açúcares sacarose e 
rafinose foram utilizados como ferramentas para elaborar uma chave taxonômica para 
identificação das espécies existentes e espécies filogenéticas novas. Marimon et al. 
(2007) propõem as novas espécies filogenéticas: S. brasiliensis, S. globosa e S. 
mexicana. Segundo a chave taxonômica, S. brasiliensis apresenta as seguintes 
características: conídios sésseis pigmentados, não cresce mais de 50 mm em 21 dias 
em ágar batata, é capaz de crescer a 37º C,  não assimila rafinose, sendo a única 
espécie que não assimila sacarose. Entre as espécies S. schenckii, S. brasiliensis, S. 
globosa, S. mexicana e S. albicans, a 20º C e a 30º C, S. brasiliensis apresenta o 
menor crescimento em ágar batata e S. mexicana é a espécie que mais cresce. A 35º 
C, S. albicans cresce mais e S. mexicana é a espécie que apresenta menor 
crescimento. A 37º C, S. brasiliensis é a espécie que apresenta maior crescimento e S. 
globosa é a espécie que menos cresce (Marimon et al., 2007). S brasiliensis é a 
espécie que melhor responde aos antifúngicos (Marimon et al., 2008) e S. mexicana 
apresenta comportamento oposto, respondendo mal ao tratamento. Em seguida, 
Marimon et al. (2008) propõem, através do mesmo método de análise, que S. schenckii 
var. luriei seja uma nova espécie e não uma variedade denominando-o S. luriei. 
De Meyer et al. (2008) estudaram diversos isolados ambientais do gênero 
Sporothrix, inclusive S. schenckii. Os estudos filogenéticos demonstraram a formação 
de dois grupos. Os autores propõem que estes isolados ambientais sejam na verdade 
um complexo de espécies. Sporothrix stylites, nova espécie proposta, é 
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filogeneticamente relacionada ao S. pallida anteriormente tratado como isolado 
ambiental de S. schenckii. Os isolados de solo foram denominados S. humicola e os 
isolados obtidos de eucaliptos foram denominandos S. lignivora. Como o homem pode 
se infectar na natureza e desenvolver esporotricose, os autores sugerem que os 
isolados patogênicos obtidos de humanos sejam na verdade, um agregado de 
espécies. 
 
1.2.3. Características macroscópicas e microscópicas 
1.2.3.1. Características da fase micelial (saprofítica) 
 
Sporothrix schenckii é um fungo termo-dimórfico, encontrado na forma micelial no 
meio ambiente e in vitro a temperatura de 25°C. A temperatura ótima de crescimento 
está entre 25-27°C e a inibição do crescimento ocorre entre 39-40°C (Lacaz et al., 
1998).  
Macroscopicamente, a fase micelial é obtida in vitro por cultura em ágar 
Sabouraud a 25°C (Mendonça et al., 1976) e é inicialmente branca/creme, coriácea, 
com superfície sulcada. Algumas amostras permanecem com a tonalidade creme, 
enquanto outras se tornam castanho-escuras a negras (Lacaz et al., 2002), enrugadas 
e felpudas com o envelhecimento (Brooks et al., 2000). Nos subcultivos, as colônias 
podem perder, irreversivelmente, a cor escura, tornando-se branca-creme (Lacaz, 
1998).  
Microscopicamente o micélio é composto por hifas e conídios (Lacaz et al., 1998; 
2002). As hifas apresentam-se finas, hialinas, septadas e ramificadas com pequenos 
conídios (3 – 5 µm) delicadamente agrupados na extremidade dos conidióforos (Brooks 
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et al., 2000; Lacaz et al., 2002) em cujo ápice estão organizados de forma simpodial; 
são hialinos, unicelulares, globosos a ovóides, que nascem em pequenos dentículos 
ficando reunidos em disposição floral em forma de margaridas ou crisântemos (Lacaz et 
al., 2002).  
 
1.2.3.2. Características da fase leveduriforme 
 
A transição da fase micelial para a leveduriforme é dependente de diversos 
fatores como aeração, tensão de CO2, pH alcalino, fonte de carbono, presença de 
cátions divalentes, nutrientes como aminoácidos e glicose, porém a temperatura é o 
fator determinante no dimorfismo (Rodrigues-Del-Valle et al., 1983; Del Valle et al., 
1983, 1984; Alsina & Del Valle, 1984). A adição de tiamina e biotina aos cultivos, bem 
como o fraco teor de CO2 facilitam a conversão da forma miceliana para a leveduriforme 
(Lacaz et al., 2002).   
Nos tecidos do hospedeiro ou in vitro a 35-37 °C o fungo se apresenta na forma de 
pequenas células leveduriformes em brotamento, sendo esta a forma parasitária 
(Brooks et al., 2000). Em cultura, a colônia leveduriforme apresenta consistência mole, 
de cor branca a creme e com superfície irregular (Lacaz et al., 2002). A fase 
leveduriforme é pleomórfica apresentando células fusiformes e/ou ovóides, 
semelhantes a um “charuto”, medindo cerca de 1-3 x 3-10 µm, com pequenas células 
de levedura em brotamento (Brooks et al., 2000). Quando as células leveduriformes são 
coradas pelo método de Gram, o exame microscópico revela a presença de células 
Gram-positivas, globosas ovais ou fusiformes.  
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1.2.4. Antígenos de S. schenckii 
 
Antígenos micelianos obtidos de S. schenckii apresentam maiores quantidade de 
proteínas (65%) do que polissacarídeos (29%) (Previato et al., 1979). Na fase 
leveduriforme os antígenos apresentam mais polissacarídeos do que proteínas (Lloyd e 
Bitoon, 1971). 
Mendoza et al. (2002) relatam que quando S. schenckii é cultivado na forma 
micelial, em diferentes meios de cultivo como agar Sabouraud, meio mínimo (MM) e 
meio 199 (M199) ocorre variação no padrão de secreção de proteínas. Quando o fungo 
é cultivado em meio Sabouraud caldo, observa-se a produção de 10 moléculas com 
pesos moleculares entre 29 e 200 kDa. A moléculas mais proeminente é a de 55 kDa.  
O meio M199 promove a produção de moléculas com 55 e 68 kDa pelo fungo. O meio 
mínimo (MM) estimula a secreção de moléculas com 40, 74, 90 e 147 kDa. Porém, 
quando soros de pacientes com esporotricose, pelo teste de Western blot, são 
colocados para reagirem com o antígeno bruto obtidos nestes três meios de cultura 
distintos, observa-se variação no reconhecimento das moléculas conforme a origem do 
antígeno. No antígeno obtido a partir do meio de Sabouraud, a moléculas de 55 kDa é a 
mais reconhecida, mostrando que ela é produzida de forma progressiva e é acumulada 
no sobrenadante de cultura. A moléculas de 90 kDa também é reconhecida. Em relação 
ao meio M199, somente a moléculas de 90 kDa é reconhecida pelos soros, mostrando 
que esta moléculas é produzida do 3o ao 18o dia sendo mais intensa do 5o ao 7o dia de 
cultivo. O antígeno obtido do filtrado do meio MM apresenta reconhecimento de 
moléculas imunogênicas de pesos moleculares: 40, 74, 90 e 147 kDa (Mendoza et al., 
2002). 
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Nascimento (2008) demonstrou que anticorpos monoclonais produzidos contra a 
glicoproteína de 70 kDa da fase leveduriforme de S. schenckii confere proteção aos 
animais infectados experimentalmente, pois estes não têm seus órgãos colonizados 
pelo fungo. De acordo com este estudo, a glicoproteína de 70 kDa é uma adesina 
putativa para fibronectina e laminina. 
Antígenos da parede celular foram primeiramente estudados por Gonzales-
Ochoa e Figueroa (1947) em análise de precipitação e intradermorreação como 
esporotriquina. Lloyd e Bitoon (1971) demonstraram que a peptídeo-ramnomanana, 
glicopeptídeo predominante na parede celular deste fungo, precipitava com soro de 
pacientes com esporotricose. Lloyd e Travassos (1975) obtiveram acetólise das 
ramnomananas (cadeias N-glicosídicas), um dissacarídeo e um trissacarídeo capazes 
de inibir reações de precipitação das ramnomananas com soro de coelho hiperimune 
contra células de S. schenkii. Estes autores propõem que as estruturas 
imunodominantes são compostas de cadeias laterais de α-L-Ram13 α-D-Man (na 
fase leveduriforme) e α-L-Ram12 α-L-Ram 13 α-D-Man  (na fase micelial). Os 
epítopos α-L-Ram12 α-D-GlcA e  α-L-Ram 14 α-D-GlcA presentes nestes 
oligossacarídeos são estruturas imunodominantes da peptídeoramnomanana (Lopes et 
al., 1994). Penha & Lopes-Bezerra (2000) demonstraram que estes epítopos são 
reconhecidos por anticorpos IgG presente em soro de pacientes com esporotricose. 
 
1.2.5. Virulência  
 
Segundo Tavares (2007) a palavra “virulência” tem a mesma origem latina da 
palavra “vírus”, a qual originalmente referia-se a qualquer patógeno que causava 
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doença. Dessa maneira, virulência seria uma propriedade intrínseca distinguindo 
microrganismos patogênicos de não-patogênicos. Porém, esta idéia clássica vem sendo 
alterada pelo fato das crescentes evidências de que fatores dos hospedeiros são 
determinantes essenciais no desenrolar de interações patógeno-hospedeiro. 
Microrganismos considerados virulentos não são patogênicos em hospedeiros com 
imunidade específica, enquanto geralmente os avirulentos causam doença em 
hospedeiros imunossuprimidos. Virulência não é uma característica microbiana distinta 
e invariável e sim um fenômeno complexo, dinâmico e mutável que inclui fatores tanto 
do hospedeiro como do microrganismo. Casadeval e Pirofski (1999, 2001) redefiniram o 
conceito de virulência em a capacidade relativa de um microrganismo causar dano ao 
hospedeiro, sendo a virulência unicamente observada em um hospedeiro susceptível. 
Um fungo, para ser patogênico deve sobreviver, crescer e causar doença no 
hospedeiro (Tavares, 2007).  
Os fatores de virulência de S. schenckii não estão bem elucidados, mas alguns 
fatores podem estar relacionados à termotolerância, enzimas e a produção de 
polissacarídeos extracelulares (Hogan et al., 1996). A produção destas enzimas pelos 
fungos está amplamente relacionada com a patogenicidade (Naglik et al., 2003). 
Ghannoum & Abu-Elteen (1986) mostraram que a produção de proteinases e 
fosfolipases no gênero Candida é essencial para que haja a invasão nos tecidos 
causando dificuldades na adesão entre as células ou até lise da membrana celular do 
hospedeiro. P. brasiliensis apresenta variabilidade entre isolados quanto à produção de 
caseinase e gelatinase (Sano et al., 1997).  
A parede celular do fungo, composta de galactomananas e ramnomananas, 
exerce importante papel na interação entre patógeno e hospedeiro controlando os 
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processos associados à patogênese de S. schenckii (Previato et al., 1979). As 
galactomananas estão presentes em inúmeros fungos, contudo, as ramnomananas não 
são encontradas em outras espécies patogênicas ao homem (Travassos, 1989). A 
parede celular de S. schenckii, segundo Figueiredo et al. (2004) é composta de 
microfibrilas envolvidas à aderência do fungo às células do hospedeiro. Ela é composta 
de -glucanas e um componente glicopeptídico denominado peptídeo-ramnomanana 
(CWPR). O CWPR possui três componentes majoritários antigênicos de peso 84, 70, 58 
kDa (Lima & Lopes Bezerra, 1997) que se ligam com a concanavalina A (Con A) 
(Travassos et al., 1977). Células leveduriformes reagem fortemente com Con A quando 
comparado com as células miceliais (Lima & Lopes Bezerra, 1997). Carlos et al. (1999) 
em estudos sobre a ação de CWPR no sistema imune de camundongos observaram 
que este glicopeptídeo promove depressão da resposta imune celular, está envolvido 
na resposta inflamatória e possui atividade mitogênica. Desta forma, a molécula 
contribui para a implantação do fungo nos tecidos e severidade da doença, sendo, 
portanto, uma molécula com importante papel na resposta geral do hospedeiro.  
Em relação à virulência de conídios e leveduras de S. schenckii, camundongos 
BALB/C e Suíço inoculados com conídios oriundos de culturas de 7 dias desenvolvem a 
doença na forma aguda sistêmica, com alta mortalidade (Carlos et al., 1992). Quando 
os animais são inoculados com conídios oriundos de cultura de 12 dias, a doença é 
menos severa e a sobrevivência é alta. Esta diferença na virulência entre conídios e 
leveduras também é observada em camundongos da linhagem C57Bl/6. Conídios e 
leveduras oriundos de cultura de 7 dias apresentam alta quantidade de ramnose e 
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baixa quantidade de manose em sua parede celular em relação aos conídios de 12 
dias, o que provavelmente está relacionado com a virulência (Fernandes et al., 2000).  
Outros fatores de virulência relacionados à parede celular têm sido descritos. A 
melanina, presente na parede celular do fungo, é considerada um importante fator 
associado à virulência de S. schenckii (Nobre et al., 2004). Davis (1996) sugere que a 
melanina produzida pelo fungo pode protegê-lo contra a fagocitose e morte por 
monócitos, macrófagos e proteinases extracelulares. Também pode protegê-lo 
funcionando como agente de limpeza de radicais livres (Romero-Martinez et al., 2000). 
Outro composto relacionado à parede celular que confere proteção do fungo em relação 
ao hospedeiro é o ácido siálico que é tóxico para macrófagos, neutralizando anticorpos 
e impedindo a fagocitose de leveduras não opsonizadas (Oda et al, 1983).  
Subcultivos de fungos patogênicos por longos períodos pode causar diversas 
alterações morfológicas (Mendes et al., 1994), alterações nos componentes da parede 
celular (San-Blas et al., 1977) e a perda ou atenuação da virulência (Brummer et al., 
1990).  
 
1.2.6. Patogênese experimental 
 
Carlos et al. (1992) desenvolveram modelo murino  de esporotricose 
disseminada para estudo da resposta imune. A doença disseminou-se e a resposta 
imune celular apresentava-se deficiente no mesmo período em que se observava piora 
na infecção. A transferência de células esplênicas ativadas ou não conferem maior 
resistência à infecção por S. schenckii, sendo as células ativadas mais efetivas 
(Shiraishi et al., 1992). Posteriormente, estudando a produção de interleucinas, os 
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autores utilizaram camundongos da linhagem BALB/C, observando boa eficiência nos 
resultados com relação ao modelo murino utilizado (Carlos et al., 1994). Por outro lado, 
Fernandes et al. (1999, 2000) utilizaram camundongos da linhagem C57B1/6 para o 
estudo da virulência de leveduras e conídios de S. schenckii em relação à composição 
da parede celular e à suscetibilidade destes tipos celulares ao óxido nítrico. Já foi 
constatado que o óxido nítrico está relacionado à resistência à infecção pelo S. 
schenckii no modelo murino (Fernandes et al., 2000). Além disso, a participação da 
resposta celular na defesa contra a esporotricose é importante. Dickerson et al. (1983)  
observaram resistência à infecção em camundongos nude após o transplante de 
timócitos normais. 
 
1.2.7. Ecologia e características fisiológicas de S. schenckii 
 
S. schenckii apresenta vida saprofítica no solo, em vegetais como restos de 
plantas, nas cascas das árvores e arbustos (Hogan et al., 1996) sob determinadas 
condições de temperatura, em torno de 26º C a 27º C e umidade (92% - 100%) (Kenyon 
et al., 1984, Findlay et al., 1984; Conti-Diaz, 1989) sendo freqüentemente isolado do 
solo. É capaz de provocar doença no homem e em animais como gatos, cães 
(Schubach et al., 2001; Crothers et al., 2009), ratos, camundongos, porcos, camelos, 
chimpanzés, tatus, bois (Schubach et al., 2001), burros e cavalos (Crothers et al., 
2009). A esporotricose é comum em climas temperados e tropicais, sendo mais rara em 
zonas áridas, semi-áridas e zonas frias e úmidas (Dixon et al., 1992). 
Os estudos das características fisiológicas dos fungos contribuem para o 
conhecimento da epidemiologia da doença além de enriquecer o conhecimento 
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relacionado à ecologia destes patógenos (Ghosh et al., 2002). Conhecendo a fisiologia 
de S. schenckii é possível elaborar estratégias para isolamento seletivo. Existem 
poucos estudos sobre avaliação morfológica e fisiológica de isolados de S. schenckii 
(Ghosh et al., 2002). 
Ghosh et al. (2002) avaliaram a osmotolerância de isolados da Índia e relataram 
que os isolados, na fase micelial, toleram pressões osmóticas de até 20 % de glicerol. 
Leveduras são pouco mais tolerantes à osmofilia. Ghosh et al. (2002) observaram que 
os isolados indianos toleram concentração de 6% de sal, parte deles toleram até 7% de 
concentração, porém todos são inibidos na concentração de 8%. Estes isolados 
crescem em um intervalo de pH entre 3,0-11,5 e somente alguns são capazes de tolerar 
pH 12,5 (Ghosh et al., 2002).   
 
1.3. Esporotricose 
 
Classicamente, a esporotricose é adquirida pela inoculação traumática do fungo 
no tecido subcutâneo (Conti-Diaz, 1989; Lacaz et al., 2002) e é geralmente associada à 
linfangite. A maioria das infecções ocorre por meio de ferimentos por espinhos, farpas 
de madeiras ou arame (Marques et al., 1993), mas outras formas de inoculação têm 
sido descritas, como picada de inseto ou arranhadura e mordedura de gatos com 
esporotricose e tatus (Reed et al., 1993; Reis et al., 2000). Várias espécies de animais 
já foram apontadas como potenciais transmissores do fungo como cães, roedores e 
pássaros (Conti-Diaz et al., 1989; Barros et al., 2004). Também podem ocorrer 
contaminações em pessoas que lidam com palha, feno e tijolos (Neto et al., 1999). O 
tamanho do inóculo inicial, a situação imune do hospedeiro, a virulência do fungo, a 
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profundidade do trauma e a tolerância térmica do fungo são fatores importantes para o 
desenvolvimento da esporotricose (Dixon et al., 1992).  
A micose é mais freqüente em profissionais como jardineiros, hortifruticultores, 
lavradores e tratadores de animais (Powell et al., 1978). A transmissão direta da 
esporotricose é rara (Lacaz et al., 2002). A inalação de conídios pode resultar em 
formas pulmonares e sistêmicas da doença (Araujo et al., 2001; Barros et al., 2003; 
Kauffman et al., 2007) com disseminação para ossos, olhos, sistema nervoso central e 
vísceras, que ocorre principalmente em imunodeprimidos (Kauffman, 1999). Foi 
sugerido por Al-Tawfiq e Wools (1998) que é possível a ocorrência de contaminação por 
ingestão do fungo, embora trabalhos anteriores desconsideram esta hipótese (Campos 
et al., 1994).  
A esporotricose é, na maioria das vezes, uma infecção benigna limitada à pele e 
ao tecido celular subcutâneo, podendo disseminar-se para os ossos e orgãos internos. 
A lesão inicial que se desenvolve na forma de nódulo granulomatoso pode evoluir para 
formar uma lesão necrótica ou ulcerativa. Durante este período, os vasos linfáticos que 
drenam tornam-se espessos e semelhantes a uma corda. Ao longo dos vasos linfáticos 
são observados múltiplos nódulos subcutâneos e abscessos (Brooks et al., 2000). 
Apresenta evolução subaguda à crônica em pacientes imunocompetentes podendo se 
disseminar em indivíduo imunocomprometidos (Lacaz et al., 2002). Tem sido freqüente 
a descrição de casos onde o fungo atingiu as articulações causando um quadro de 
osteoartrite (Al-Tawfiq & Wools, 1998; Neto et al., 1999; Koëter & Jackson, 2006; 
Orofino-Costa et al., 2008). O mecanismo e o tropismo deste fungo para o líquido 
sinovial, tecido ósseo e cartilagens ainda é desconhecido (Bernardes-Engemann, 
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2009). Lesões da esporotricose são frequentemente confundidas com outras doenças 
como leishmaniose cutânea (Castrejón et al., 1995). 
A esporotricose têm sido frequentemente descrita entre pacientes como 
portadores de HIV, alcoólatras, diabéticos e pacientes que fizeram uso de corticóides 
por longo período (Shaw et al., 1989; Donabedian et al.; 1994; Al-Tawiq & Wolls, 1998; 
Howell & Toohey, 1998; Severo et al., 1999; Goldani et al., 1999; Carvalho et al., 2002; 
Wroblewska et al., 2005; Barroso et al., 2008). Pacientes com SIDA tem prognóstico 
muito ruim quanto à esporotricose devido ao fato dela disseminar-se muito facilmente 
(Schell, 1998). Porém, em casos menos frequentes, indivíduos imunocompetentes 
podem apresentar disseminação hematogênica e desenvolver lesões osteoarticulares 
(Carvalho et al., 2002).   
 
1.3.1. Formas clínicas da doença 
 
A esporotricose apresenta diversas manifestações clínicas. Há discordância 
quanto à classificação da doença na literatura. Existem atualmente diversas 
classificações para as formas clínicas desta doença. A classificação (tabela 1) é a 
revisão mais recente proposta por Lopes-Bezerra et al. (2006): 
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Tabela 1 – Formas clínicas da esporotricose. 
1. Cutânea 
Linfocutânea 
Fixa 
Disseminada ou múltipla 
2. Mucosa 
Ocular 
Nasal 
Outras 
3. Extracutânea 
Pulmonar 
Osteoarticulares 
Meningite 
Generalizada 
4. Residual (seqüela) 
5. Formas especiais 
Regressão espontânea 
Hipersensibilidade (eritema nodoso, eritema multiforme) 
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Em 80% dos casos, a forma clínica mais freqüente é a forma linfocutânea. Após 
a inoculação traumática surge um nódulo ou lesão ulcerada no local entre 7 e 30 dias, 
com trajetória linfática (Morris-Jones, 2002; Lopes-Bezerra et al., 2006).  
A forma fixa consiste em um nódulo não-linfático solitário que é limitado e menos 
progressivo, sendo mais descrita em em locais onde existe elevado nível de exposição  
(Brooks et al., 2000). Esta manifestação clínica é caracterizada por placas eritematosas 
e ocasionalmente ulceradas, geralmente localizadas na face, pescoço, tronco e pernas. 
As lesões podem sofrer remissão espontânea, mas podem sofrer recidiva e persistir por 
anos se não forem tratadas (Shiraishi et al., 1999; Moris-Jones, 2002; Méndez-Tovar et 
al., 2004). 
Segundo Restrepo et al. (1986), as manifestações cutâneas da esporotricose 
podem estar associadas a diferentes períodos de exposição ao S. schenckii. As formas 
linfocutâneas e cutânea fixa também diferem em relação ao tempo de evolução da 
micose até a confirmação do diagnóstico da esporotricose. Pacientes com a forma 
linfocutânea apresentam evolução de 1,7 meses enquanto os pacientes da forma fixa, 
7,1 meses (Londero & Ramos, 1989).  
A forma disseminada geralmente está associada a algum tipo de 
imunodepressão do sistema imunológico: HIV/SIDA, pacientes que receberam 
quimioterapia, idade avançada, alcoolismo crônico, diabetes, síndrome de Cushing, 
corticoterapia prolongada, nefropatias e outras condições são fatores predisponentes 
ao desenvolvimento desta forma clínica. Após a inoculação traumática, a disseminação 
ocorre via hematogênica (Carvalho et al., 2002; Campbell & Zaitz, 2004; Hardman et al., 
2005; Kauffman et al., 2007). Formas extracutâneas também estão frequentemente 
associadas a estes quadros de imunodepressão, porém esta relação não é obrigatória 
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(Kauffman, 2000; Bustamante & Campos, 2001; 2004; Lopes-Bezerra et al., 2006; 
Kauffman et al., 2007). A forma extracutânea também é freqüente em pacientes 
imunocomprometidos como diabéticos, alcoólatras, transplantados de medula óssea, 
com doença pulmonar crônica ou com neoplasia hematológica (Espinosa-Texis et al., 
2001). Se S. schenckii se disseminar para os orgãos, a doença pode apresentar 
diversos quadros como sinusite, meningite, laringite, endoftalmite, comprometimento 
osteoarticular e pulmonar, e fungemia (Donabedian et al., 1994; Wang et al., 2000; ; 
Curi et al., 2003; Khabie et al., 2003; Silva-Vergara et al., 2005; Torrealba et al., 2005; 
Callens et al., 2006). 
 
1.3.2. Resposta imune 
 
Plouffe et al. (1979) propõem que a resposta imune celular está relacionada ao 
controle e prevenção da infecção por S. schenckii. A imunidade ao S. schenckii é 
conferida por neutrófilos e monócitos (Davis, 1996). A hipótese que propõe a imunidade 
mediada por células T como fator limitante na evolução da infecção baseia-se no fato 
da esporotricose ser mais severa em camundongos atímicos e pacientes com SIDA 
(Donabedian et al., 1994;Tachibana et al., 1999).  
Os mecanismos de defesa do hospedeiro influenciam na manifestação e 
severidade das infecções fúngicas, gerando assim diversas formas clínicas da doença 
(Romani, 2004). Ambos, os fatores patogênicos de isolados de S. schenckii e o estado 
imunológico do hospedeiro podem determinar as manifestações clínicas da 
esporotricose. Entretanto, os fatores envolvidos na patogênese de S. schenckii e os 
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mecanismos que determinam a sua virulência permanecem obscuros (Uenotsuchi et al., 
2006).  
Isolados obtidos de lesões cutâneas são mais eficientes na ativação de células 
dendríticas, conseguindo desta forma induzir resposta imune via Th1 do que isolados de 
origem visceral (Uenotsuchi et al., 2006). Durante a esporotricose experimental foi 
observado que S. schenckii é capaz de induzir uma resposta mista Th1 /Th2, (Maia et 
al., 2006; Uenotsuchi et al., 2006). Sassá et al. (2009) sugerem que os receptores toll-
like (TLR4) exercem importante papel em macrófagos na infecção experimental por S. 
schenckii. Segundo Rippon (1988), a exposição à pequenas quantidades de conídios 
em uma área endêmica pode conferir imunidade. 
 
1.3.3. Epidemiologia 
1.3.3.1 Distribuição geográfica e área de endemicidade 
  
Devido a esporotricose não ser uma doença de caráter notificável, é difícil 
conhecer  sua real prevalência em determinada região. A falta do diagnóstico adequado 
da doença em muitas regiões dificulta o conhecimento de sua epidemiologia. Portanto, 
dados confiáveis da incidência da doença de todas as regiões endêmicas nem sempre 
são disponíveis (Pappas et al., 2000).  
A esporotricose é considerada uma micose de distribuição cosmopolita, porém 
existem áreas onde ocorre com maior freqüência como regiões de clima tropical úmido 
e temperado. Os países com áreas endêmicas são: Brasil, Colômbia, México, Costa 
Rica, Guatemala, Uruguai, África do Sul, Japão, Índia e Peru (Mayorga et al., 1978; 
Fukushiro, 1984; Conti-Diaz, 1989; Vismer & Hull, 1997; Rivitti & Aoki, 1999; Pappas et 
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al., 2000; Espinosa-Texis et al., 2001; Lyon et al., 2003; Macotela-Ruiz & Nochebuena-
Ramos, 2006; Devi et al., 2006). 
No Brasil, a esporotricose é mais freqüente nas regiões Sul e Sudeste. A região 
Sul do Brasil é considerada área endêmica, pois foram descritos 304 casos de 
esporotricose entre 1967 e 2002 (Rosa et al., 2005). Esta micose foi descrita como a 
segunda micose subcutânea em prevalência em São Paulo (Barros et al., 2003). É 
considerada endêmica no estado do Rio de Janeiro (Bernardes-Engemann, 2009), 
principalmente na Baixada Fluminense (Barros et al., 2008). 
Reações intradérmicas com esporotriquina são importantes e necessárias para o 
conhecimento da freqüência da esporotricose em um determinado local ou região 
(Conti-Diaz, 1989). Segundo Fleury et al. (2001), a intradermorreação com 
esporotriquina apresenta baixa especificidade. Por outro lado, Itoh et al. (1986) 
realizaram teste intradérmico com esporotriquina em pacientes com esporotricose 
comprovada e observaram positividade em 96,3% dos casos, mostrando excelente 
sensibilidade e especificidade. A composição da esporotriquina pode variar em relação 
a sua preparação antigênica de acordo com as condições de crescimento, o que pode 
responder às observações de baixa ou alta especificidade (Takata & Ishizaki, 1983). 
A reação intradérmica do tipo HTT (hipersensibilidade do tipo tardia), também 
conhecida como DTH (delayed-type hypersensitivity) caracteriza situação imunológica 
que envolve injúria tecidual e linfócitos T “sensibilizados”. Esta imunidade mediada por 
células compõe a clássica resposta HTT que se inicia com linfócitos TCD4+, células 
TCD8+ e macrófagos (Kobayashi et al., 2001). Segundo Janeway et al. (2002), a 
resposta HTT é uma reação inflamatória local mediada por células T que se desenvolve 
em 24-72h após o inóculo do antígeno. Esta resposta é mediada pelas células Th1 que 
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entram no sítio de injeção de antígeno e reconhecem os complexos peptídeo - MHC de 
classe II nas células apresentadoras de antígeno e liberam citocinas inflamatórias, tais 
como IFN-γ e TNF- β. As citocinas estimulam a expressão de moléculas no endotélio e 
aumentam a permeabilidade dos vasos sangüíneos locais, permitindo a entrada de 
plasma e células acessórias no local, o que causa o inchaço visível. Cada fase leva 
várias horas, de modo que a resposta madura surge somente 24-48 horas depois do 
desafio.  
Lima & Pereira (1981) em inquérito epidemiológico com esporotriquina  relataram 
que o maior índice de positividade  ocorreu em pessoas do sexo masculino e de idade 
mais avançada. Brooks et al. (2000) relatam que cerca de 75% dos casos ocorrem em 
indivíduos do sexo masculino, devido à exposição aumentada ou à diferença na 
suscetibilidade relacionada ao sexo. Lopes et al. (1999) também observaram 
predominância da doença no sexo masculino, porém, Barros et al. (2008) e Bernardes-
Engemann (2009) observaram que as mulheres são mais afetadas que os homens, na 
proporção de 2:1, com faixa etária de 40 a 60 anos.  
A incidência desta micose em crianças é muito baixa (Barros et al., 2008). 
Bernardes-Engemann (2009) observou  frequência de 9,7% neste grupo de indivíduos. 
Além disso, não é uma micose relacionada à etnia. 
Rodrigues & Resende (1996) realizaram inquérito epidemiológico com 
trabalhadores da Mina Morro Velho, em Minas Gerais, utilizando esporotriquina (filtrado 
bruto da cultura de S. schenckii). Este grupo de trabalhadores apresentava atividades 
que podem facilitar o contato com este patógeno, uma vez que trabalhavam em túneis 
subterrâneos úmidos e quentes e sustentados por troncos de madeiras. A positividade 
dos testes intradérmicos foi de 13,67% para esporotriquina. Costa et al. (1994) em 
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estudo epidemiológico para esporotricose, em mamíferos selvagens, observaram 
positividade de 30,21%. O padrão histológico foi compatível com a reação de 
hipersensibilidade do tipo tardia (HTT) e os animais terrestres apresentaram maior 
positividade em relação aos de hábito arbóreo.  
Vários surtos de esporotricose foram descritos na literatura e o maior deles 
ocorreu no período entre 1941 e 1944, em Transvaal na África do Sul, onde 2.825 
trabalhadores de uma mina de ouro foram infectados. A fonte do surto foi atribuída à 
contaminação da mina por madeiras que faziam o suporte das galerias subterrâneas 
(Gastineau et al., 1941). Outros pequenos surtos foram descritos envolvendo 
jardineiros, floristas, trabalhadores florestais, entre outros profissionais (Powell et al., 
1978). Nos Estados Unidos, o maior surto envolveu 84 pessoas que residiam em 15 
estados diferentes, sendo Nova York a cidade que apresentou o maior número de 
casos (25 casos) (Dixon et al., 1992). Pappas et al. (2000) notificaram que uma região 
montanhosa do Peru (Abancay) pode ser considerada como região hiperendêmica, pois 
observaram um número significativo de crianças com esporotricose sendo que grande 
parte delas apresentava lesões faciais. O desenvolvimento da doença não apresentou 
associação com algum tipo de atividade ou exposição à determinada situação. Um 
aumento de casos descrito tem ocorrido na Austrália Ocidental, geralmente associados 
ao feno (Beaman, 2002). 
A epidemiologia da doença também está relacionada ao contato do homem com 
o tatu. No Uruguai, 61% dos casos de esporotricose humana são conseqüentes à 
arranhaduras produzidas por tatus (Dasypus novemcinctus) (Conti-Diaz, 1987). Na 
Guatemala foi relatada infecção por S. schenckii em um pescador devido ao contato 
com espinhas de um peixe do lago Ayarza.  No Uruguai, mais de 80% dos casos de 
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esporotricose foram diagnosticadas em caçadores de tatu (Conti-Diaz, 1989). Bosco 
(2000) isolou S. schenckii do solo de uma toca de tatu na região de Botucatu (SP). 
Nesta mesma cidade, Dr. Eduardo Bagagli, isolou S. schenckii de paciente que relatou 
ter sido arranhado por tatu (comunicação pessoal, 2004 - Unesp Botucatu). Em 
Terezina (PI) há relato de um caso de esporotricose, com isolamento do fungo, de um 
paciente que se contaminou após sofrer arranhadura de tatu (comunicação pessoal, 
2006 - Dra. Liline Martins - Universidade Federal do Piauí).  
Desde o final da década de 90, o número de casos de esporotricose tem 
aumentado significativamente no Rio de Janeiro, havendo correlação direta entre os 
casos humanos e felinos (Lima-Barros et al., 2001). Os felinos podem contrair o fungo 
através do contato com outros animais infectados ou pelo contato direto com solo e 
plantas, podendo assim transmitir o patógeno a outros animais ou ao homem (Reed et 
al., 1993).  
Quando o gato transmite o fungo por arranhadura ou mordedura, a contaminação 
se dá pelo inóculo da levedura e não mais pelos conídios, como ocorre na maioria dos 
casos (Bernardes-Engemann, 2009). Segundo Fernandes et al. (2000), a levedura 
apresenta maior virulência em modelo murino quando comparada aos conídios, fato 
que pode levar ao aparecimento de formas mais graves ou atípicas da doença.  
A presença do fungo no tegumento e pêlos dos gatos, o hábito de sair de casa e 
o envolvimento em lutas com outros animais provavelmente favorecem a disseminação 
do fungo entre os felinos (Barbee et al., 1977). Nestes animais, a micose tem evolução 
grave onde lesões inicialmente cutâneas geram disseminação fúngica rapidamente. 
Madrid et al. (2009) relatam sucesso do tratamento com itraconazol em gatos com 
esporotricose, quando diagnosticados de forma correta e rápida. Schubach et al. (2001) 
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isolaram S. schenckii de 100% das amostras de lesões cutâneas, da cavidade nasal 
(66,2%), da cavidade oral (41,8%) e das unhas (39,5%) de gatos com esporotricose. 
Schubach et al. (2001) relataram que de 182 gatos pesquisados, 119 tiveram 
diagnóstico confirmado de esporotricose. A transmissão do fungo ao homem ocorre 
através da arranhadura ou mordedura, ou ainda, através da contaminação de solução 
de continuidade cutânea pré-existente (Dunstan et al., 1986). O papel dos gatos na 
epidemiologia da esporotricose humana tem sido enfatizado desde a década de 80, 
porém pouco se conhece sobre esta micose em gatos e o papel destes animais na 
cadeia epidemiológica (Larsson et al., 1989; Liparisi et al., 2001). Atualmente, 
veterinários, técnicos, treinadores e proprietários de gatos são considerados um novo 
grupo de risco (Kauffman, 1999; Madrid et al., 2009).  
Os primeiros relatos de casos humanos, devido à transmissão por felinos foram 
descritos por Read & Sperling (1982). Casos de esporotricose humana em pacientes 
imunocompetentes transmitida por gatos infectados foram descritos na cidade de 
Bauru, São Paulo (Fleury et al., 2001). Há relatos de profissionais do campo veterinário 
que adquiriram esporotricose após serem arranhados e/ou mordidos pelo gato que eles 
examinavam (Larsson et al., 1989, Madrid et al., 2009). No Rio de Janeiro, diversos 
surtos têm sido registrados por veterinários (Liparisi et al., 2001; Oliveira- Neto et al., 
2002; Barros et al., 2003). Laerte Ferreiro, veterinário da UFRGS, relaciona surtos de 
esporotricose em Rio Grande (RS) à transmissão por felinos (comunicação pessoal, 
2004). Souza (2001) em sua tese de Mestrado relata a ocorrência de 90 casos de 
esporotricose em gatos na cidade de Pelotas, RS. 
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1.3.4. Diagnóstico 
 
A avaliação clínica e o histórico do paciente são as primeiras ferramentas 
utilizadas na tentativa diagnóstica (Brooks et al., 2000). O diagnóstico é feito pelo 
isolamento e identificação do S. schenckii a partir de tecidos obtidos de biópsia, pus e 
exudatos. Após o crescimento na fase de micélio, geralmente em meio Sabouraud a 25º 
C, o fungo é incubado a 37º C até sua reversão em forma semelhante à levedura. O 
resultado micológico positivo é considerado como diagnóstico definitivo, conhecido 
como “padrão-ouro”, sendo um método de identificação simples e de baixo custo, 
porém demorado (Bernardes-Engemann, 2009). Em 89% dos casos, o isolamento 
ocorre em oito dias, podendo chegar a quatro semanas (Suchitha et al., 2008). De 
acordo com Lacaz et al. (2002), o material do indivíduo infectado é retirado e semeado 
em quatro ou seis tubos de ágar Sabouraud, incubando à temperatura ambiente e a 
37ºC. Depois é feita  análise sistemática dos exames microscópicos das culturas, a fim 
de estudar o aspecto micromorfológico do fungo.   
No exame direto a fresco de secreções de lesões, o fungo é raro e torna-se difícil 
a sua observação. Ainda em relação ao exame direto, Lacaz et al. (2002) propõem que 
S. schenckii, no pus retirado das lesões esporotricóticas, apresenta-se sob a forma de 
corpúsculo gram-positivos, baciliformes, fagocitados por células gigantes ou 
polimorfonucleares, mas relata que a evidenciação desses elementos é difícil e por 
essa razão não é empregada como método de rotina. O exame direto do pus ou 
exsudato, realizado com KOH (20%-40%), não é empregado como rotina para o 
diagnóstico da esporotricose por apresentar baixa especificidade, porém as células 
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leveduriformes podem, eventualmente, ser visualizadas (Morgan et al., 1984; Rippon, 
1988; Koc et al., 2001; Alves et al., 2004; Mendez-Tovar et al., 2004). 
Este tipo de diagnóstico pode ser empregado em formas clínicas fixa e 
linfocutânea, porém formas disseminadas ou extracutâneas são mais difíceis de realizar 
o isolamento (Bernardes-Engemann, 2009). 
Alguns autores sugerem testes intradérmicos com esporotriquina composta pelo 
filtrado bruto de cultura, porém observa-se reações cruzadas com outros fungos dos 
gêneros Graphium e Ceratocystis e também com bactérias como Streptococcus do 
grupo B e Klebisiella pneumoniae (Ishizaki et al., 1976; 1978; 1979; Nakamura et al., 
1977). Testes intradérmicos permitem somente um diagnóstico presuntivo, pois além da 
possibilidade de reações cruzadas, podem indicar exposições prévias ao agente 
etiológico (Morris Jones, 2002). 
 Técnicas utilizando anticorpos fluorescentes ou imunohistoquímica promovem 
um rápido diagnóstico para a micose, porém não são disponíveis na maioria dos 
laboratórios (Belknap, 1989; Davis, 1996; Araújo et al., 2001). No Brasil, Camargo 
(1974) introduziu a técnica de imunofluorescência direta para detecção de leveduras de 
S. schenckii em exudatos de lesões de pacientes com suspeita de esporotricose e a 
técnica de imunofluorescência indireta para detecção de anticorpos anti-S. schenckii 
nesses  pacientes. 
Blumer et al. (1973) compararam vários métodos sorológicos como aglutinação 
em látex, aglutinação em tubo, fixação do complemento, imunodifusão e 
imunofluorescência, utilizando como antígeno o filtrado bruto de cultura do fungo para 
diagnóstico de esporotricose. A técnica de aglutinação em látex foi mais sensível e 
específica. A técnica de imunodifusão também foi considerada específica. Entretanto, 
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Welsh & Dolan (1973), utilizando a técnica de aglutinação, observaram reações 
inespecíficas com soros de indivíduos normais e soros heterólogos. 
  Em relação à resposta humoral de pacientes com esporotricose, Scott & 
Muchmore (1989) por meio da técnica de Western blot observaram que 100% soros de 
pacientes reconhecem as moléculas de 40 kDa e 70 kDa. As moléculas de 22 kDa e 36 
kDa são reconhecidas pela maioria dos soros de pacientes com esta micose. 
Entretanto, Mendoza et al. (2002) relataram que soros de pacientes com esporotricose 
reconhecem diferentes moléculas como 40 kDa, 55 kDa, 74 kDa, 90 kDa e 147 kDa, 
conforme o meio de cultura utilizado para a produção do extrato protéico/glicoprotéico. 
Por outro lado, na esporotricose experimental murina anticorpos reconhecem a 
molécula de 67 kDa (Carlos et al., 1999).  
Teste sorológicos são considerados um meio rápido e não-invasivo para o 
diagnóstico das doenças. No caso da esporotricose, pode ser um método auxiliar, 
principalmente em formas clínicas extracutânea ou formas atípicas (Neto et al., 1999). 
Testes bem padronizados oferecem alta sensibilidade e especificidade e podem ser 
automatizados, permitindo execução em alta escala (Ribeiro et al., 2007). 
Na medicina moderna, o principal objetivo é desenvolver métodos moleculares e 
imunoquímicos, já que estas são ferramentas mais sensíveis. Para isto, a busca de 
biomarcadores espécie-específico é fundamental (Bernardes-Engemann, 2009). 
A fração peptídeo-ramnomanana (CWPR) de S. schenckii tem sido utilizada em 
testes sorológicos e intradérmicos (Lloyd & Bitton, 1971; Radentz & Elewski, 1992; Lima 
& Lopes Bezerra, 1997). Penha & Lopes- Bezerra (2000) aplicaram o teste de ELISA, 
utilizando como antígeno o CWPR da parede celular do fungo. Os autores observaram 
que o teste com a molécula fracionada (SsCBF – Sporothrix schenckii Con A Binding 
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Fraction), purificada por cromatografia de afinidade ligada a Con-A, era altamente 
específica para o diagnóstico da esporotricose. Bernardes-Engemann et al. (2005) 
demonstraram que esta molécula possui 90% de sensibilidade, 80% de especificidade e 
eficiência global de 86% em teste de ELISA utilizando soros de diversas formas clínicas 
da esporotricose. Posteriormente, o mesmo grupo (Bernardes-Engemann et al., 2009) 
demonstrou que existe variação no desempenho da molécula SsCBF quando obtida de 
diferentes isolados de S. schenckii.                                                                                                                  
Almeida-Paes et al. (2007) propõem diagnóstico da esporotricose por meio de 
ELISA utilizando exoantígeno bruto de S. schenckii fase micelial. O teste apresentou 
sensibilidade de 97%, especificidade de 89% e eficiência global de 92%. 
A acurácia de um teste diagnóstico é a chave fundamental para o 
acompanhamento do paciente e o controle das doenças infecciosas. O diagnóstico 
errado ou a ausência do mesmo gera problemas na saúde pública, seja pela falência no 
tratamento ou na aplicação de uma terapêutica inadequada (Mathers et al., 2006). 
A avaliação de um teste diagnóstico deve seguir alguns critérios como facilidade 
de uso, as condições de uso e estocagem, além da avaliação de desempenho que é o 
parâmetro mais importante nas avaliações diagnósticas. A avaliação da acurácia 
diagnóstica possui duas características principais: as características de desempenho e 
as operacionais de um teste (Bernardes-Engemann, 2009). As características de 
desempenho de um teste diagnóstico estão relacionadas à sensibilidade e 
especificidade. A sensibilidade é definida pela proporção de indivíduos que possui a 
doença, diagnosticada  por teste “padrão-ouro” e que apresentaram resultado positivo 
no teste em desenvolvimento. Indica quão eficiente é o teste para identificar indivíduos 
doentes. Especificidade é a proporção de indivíduos sem a doença que apresentaram 
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resultado negativo no teste em desenvolvimento. Indica quão eficiente é o teste para 
identificar indivíduos não-doentes (Obuchowski, 2003; Delacour et al., 2005; Dinnes et 
al., 2005; Rodgers et al., 2006; De Souza et al., 2007). Os valores preditivos positivos e 
negativos também demonstram o desempenho do teste. O valor preditivo positivo é a 
proporção de indivíduos comprovadamente com a doença entre todos os indívíduos 
que apresentaram teste sorológico positivo. O valor preditivo negativo é a proporção 
entre todos os indivíduos sem a doença entre todos que apresentaram teste sorológico 
negativo. Em um teste sorológico, soro de indíviduos com a doença e que reagiram ao 
teste são classificados como verdadeiro-positivo (VP) e que não reagiram como falso-
negativo (FN). Soro de indivíduos sem a patologia que reagiram ao teste são 
classificados como falso-positivos (FP) e os que não reagiram, como verdadeiro-
negativo (VN) (Bernardes-Engemann, 2009). A reprodutibilidade do teste demonstra 
sua precisão. Tempo, simplicidade da técnica e facilidade do uso (aquisição e 
manutenção de equipamentos exigidos para sua realização) são fatores relacionados à 
características operacionais assim como o treinamento de pessoas qualificadas, 
interpretação dos resultados, aceitação e estabilidade (Bernardes-Engemann, 2009).  
 
1.3.5. Tratamento e prognóstico da doença 
 
Diferentes drogas são utilizadas para o tratamento da esporotricose, incluindo 
iodeto de potássio, itraconazol, terbinafina, fluconazol e anfotericina B. A escolha do 
medicamento será baseada na condição clínica do indivíduo, na extensão das lesões 
cutâneas, interações medicamentosas, avaliação de eventos adversos e envolvimento 
sistêmico (Lopes-Bezerra et al., 2006). 
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Nas últimas décadas, o tratamento da esporotricose têm sido feito com 
itraconazol, fármaco de eleição para as formas cutâneas, linfocutâneas da micose em 
humanos (Johnson et al., 2004) devido sua  boa tolerância e menor incidência de 
efeitos adversos (Kauffman et al., 2007). Este fármaco também é utilizado em pacientes 
imunodeprimidos, com formas clínicas de envolvimento sistêmico (Bolao et al., 1994). 
Porém, para outros autores a droga de escolha é o iodeto de potássio (Sterling & 
Heyman, 2000; Koc et al., 2001; Coskun et al., 2004; Kumar  et al, 2005; Macotela-Ruiz 
& Nochebuena-Ramos, 2006; Haruna et al., 2006; Callens et al., 2006; Baroni et al., 
2007; Kohler et al., 2007). 
O tratamento com a administração da droga antifúngica pode perdurar de 
semanas a meses até o restabelecimento do quadro clínico favorável e deve ser 
prolongado por no mínimo um mês após o desaparecimento completo dos sintomas 
(Scott et al., 1996). 
O prognóstico de esporotricose varia de bom a regular mesmo em pacientes 
imunodeprimidos, embora possa ocorrer recidiva (Medleau & Hnilica, 2003). 
 
1.4. Justificativa 
 
S. schenckii é um fungo que ainda não foi totalmente caracterizado, 
principalmente no que diz respeito aos isolados oriundos do Brasil, país que apresenta 
extensa área geográfica com variações significativas em sua biogeografia. 
Pretendemos caracterizar os isolados brasileiros quanto seus aspectos genotípicos e 
fenotípicos, como secreção de proteínas, tamanho dos conídios, tolerância à 
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temperatura, aspectos fisiológicos, fatores de virulência e patogenicidade, para assim 
obter melhor compreensão sobre este fungo.  
Surtos da esporotricose humana são descritos principalmente no estado do Rio 
de Janeiro há pelo menos 10 anos e estes casos estão diretamente relacionados aos 
felinos infectados pelo fungo. Os surtos no estado do Rio de Janeiro fazem com que a 
região seja considerada área endêmica da esporotricose em nosso país. Como esta 
micose, que estava “esquecida”, ressurgiu principalmente devido o papel do gato como 
potencial transmissor, adicionalmente pretendemos desenvolver um teste sorológico 
para o diagnóstico precoce da esporotricose felina. Algumas moléculas serão 
selecionadas para a padronização deste teste. Estas mesmas moléculas serão 
avaliadas em testes intradérmicos experimentais para verificação do seu potencial em 
inquéritos epidemiológicos futuros. Os inquéritos epidemiológicos auxiliam na 
demarcação de território endêmico, podendo assim conhecer com clareza onde o fungo 
é encontrado.  
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2. OBJETIVOS 
 
2.1. OBJETIVO GERAL 
 
Como nunca houve no Brasil um trabalho de caracterização de isolados brasileiros 
de S. schenckii, objetivamos nesta tese colaborar no sentido de investigar o máximo 
possível os principais aspectos desse fungo, que por muito tempo ficou esquecido e 
que na época atual reaparece com força como agente de doença re-emergente, 
principalmente no estado do Rio de Janeiro e já com disseminação para outros estados. 
Desta forma, nos esforçamos primeiramente em obter isolados de todas as regiões 
geográficas do Brasil, abrangendo 13 estados dos 26 estados da nação, além do 
Distrito Federal, para a realização desse estudo pioneiro.  
 
2.2. Objetivos específicos:  
  
1. Analisar o polimorfismo genético de 151 isolados brasileiros de S. 
schenckii através da técnica de RAPD (Random amplified polymorphic DNA).  
2. Selecionar 28 isolados representativos do país para estudar o 
polimorfismo dos espaçadores ITS (internal transcribed spacer) do gene ribossomal 
através da técnica de Southern blot. 
3. Determinar as características fenotípicas tamanho dos conídios e 
tolerância à temperatura de 151 isolados brasileiros de S. schenckii.  
4. Analisar os antígenos expressos por 23 isolados de S. schenckii, 
representativos do Brasil, sendo 13 selecionados de acordo com as regiões geográficas 
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do país e 10 somente do estado de São Paulo, nos meios de cultura Sabouraud (Sab), 
meio mínimo (MM) e meio 199 (M199). 
5. Caracterizar fisiologicamente 19 isolados brasileiros de S. schenckii 
selecionados de acordo com a origem geográfica e características fenotípicas (área 
conidial e termotolerância) e genotípicas (determinada pelo RAPD).  
6. Estudar os fatores de virulência in vitro: proteinase, caseinase, urease, 
DNAse e gelatinase de 19 isolados brasileiros de S. schenckii selecionados de acordo 
com a origem geográfica e características fenotípicas (área conidial e termotolerância) e 
genotípicas (determinada pelo RAPD). 
7. Verificar a virulência, patogenicidade e indução da resposta imune 
humoral in vivo de 10 destes 19 isolados em camundongos Balb/C. 
8. Determinar as moléculas imunodominantes presentes em exoantígenos 
obtidos de isolados brasileiros de S. schenckii através de ensaio de Western blot, 
utilizando soro de pacientes com esporotricose.  
9. Padronizar teste de ELISA para diagnóstico da esporotricose felina 
utilizando três tipos de antígenos de S. schenckii (exoantígeno bruto, fração SsCBF – 
“Sporothrix schenckii ConA binding fraction” do peptídeo-ramnomanana CWPR de S. 
schenckii e uma molécula imunodominante determinada neste estudo pela técnica de 
Western blot, utilizando soros de pacientes com  esporotricose). 
10. Testar os antígenos de S. schenckii (exoantígeno bruto, fração SsCBF e 
molécula imunodominante) em reação de hipersensibilidade tardia (HTT) por meio de 
testes intradérmicos em coxim plantar de camundongos infectados experimentalmente 
com S. schenckii. 
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   2.3. Delineamento experimental 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 
 
3.1. Fungos  
Foram selecionados 151 isolados de S. schenckii oriundos das regiões Norte (n = 
3), Nordeste (n = 17), Centro-Oeste (n = 8), Sudeste (n = 84) e Sul (n = 39) do Brasil. 
Os isolados foram classificados pela origem humana (obtidos de pacientes com 
diferentes formas clínicas da esporotricose), animal ou ambiental: origem humana forma 
fixa (n = 76), origem humana forma linfocutânea (n = 60), origem humana forma 
disseminada (n = 2), origem humana forma extracutânea (n = 1), origem animal (cães e 
gatos) (n = 11) e origem ambiental (n = 1) (Fig. 1). A tabela 2 apresenta a origem 
detalhada de cada isolado. 
 
Figura 1: A. Isolados utilizados neste estudo, agrupados de acordo com a origem. B. Ilustração 
detalhada sobre os isolados obtidos de animais. C. Ilustração detalhada sobre os tipos de 
manifestações que compõem os isolados obtidos de pacientes com esporotricose. OBS: 
Porcentagens em relação ao número total de isolados utilizados neste estudo (n=151).  
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Tabela 2: Dados dos isolados brasileiros de S. schenckii selecionados para este estudo. 
       (continua) 
Identificação Origem Estado Cidade
Ss 01 GATO SP São Paulo
Ss 02 F RS Porto Alegre
Ss 03 F RS Porto Alegre
Ss 04 F RS Porto Alegre
Ss 05 GATO MG Belo Horizonte
Ss 06 L MG Belo Horizonte
Ss 07 D MG Belo Horizonte
Ss 08 L MG Belo Horizonte
Ss 09 L MG Belo Horizonte
Ss 10 L MG Belo Horizonte
Ss 11 L MG Belo Horizonte
Ss 12 F MG Belo Horizonte
Ss 13 L MG Belo Horizonte
Ss 14 D MG Belo Horizonte
Ss 15 L MG Belo Horizonte
Ss 16 L PI Teresina
Ss 17 F PR Curitiba
Ss 19 L PR Curitiba
Ss 20 F PR Curitiba
Ss 21 L PR Curitiba
Ss 22 F PR Curitiba
Ss 24 F PR Curitiba
Ss 25 F PR Curitiba
Ss 26 F PR Curitiba
Ss 27 L PR Curitiba
Ss 28 F PR Curitiba
Ss 30 F PR Curitiba
Ss 31 F PR Curitiba
Ss 32 F PR Curitiba
Ss 33 L PR Curitiba
Ss 34 F PR Curitiba
Ss 35 F PR Curitiba
Ss 36 L PR Curitiba
Ss 37 F PR Curitiba
Ss 38 F PR Curitiba
Ss 39 F PR Curitiba  
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Tabela 2: Dados dos isolados brasileiros de S. schenckii selecionados para este estudo. 
(continuação) 
Identificação Origem Estado Cidade
Ss 40 F CE Fortaleza
Ss 41 F CE Fortaleza
Ss 42 F CE Fortaleza
Ss 43 F CE Fortaleza
Ss 44 L CE Fortaleza
Ss 45 L GO Goiânia
Ss 46 L GO Goiânia
Ss 47 L GO Goiânia
Ss 48 L GO Goiânia
Ss 49 L GO Goiânia
Ss 50 L GO Goiânia
Ss 51 F PA Belém
Ss 52a F SP São Paulo
Ss 53 GATO RS Rio Grande
Ss 54 GATO RS Rio Grande
Ss 55 L RS Rio Grande
Ss 56 L RS Rio Grande
Ss 57 L RS Rio Grande
Ss 58 F SP Botucatu
Ss 59 L SP Botucatu
Ss 60 L SP Botucatu
Ss 61 SOLO SP Botucatu
Ss 62 L ES Vila Velha
Ss 63 L ES Vila Velha
Ss 64 L ES Vila Velha
Ss 65 F RJ Rio de Janeiro
Ss 66 F RJ Rio de Janeiro
Ss 67 F RJ Rio de Janeiro
Ss 68 F RJ Rio de Janeiro
Ss 69 F RJ Rio de Janeiro
Ss 70 F RJ Rio de Janeiro
Ss 71 L RJ Rio de Janeiro
Ss 72 F RJ Rio de Janeiro
Ss 73 F RJ Rio de Janeiro
Ss 74 F RJ Rio de Janeiro  
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Tabela 2: Dados dos isolados brasileiros de S. schenckii selecionados para este estudo. 
(continuação) 
Identificação Origem Estado Cidade
Ss 75 F RJ Rio de Janeiro
Ss 76 F RJ Rio de Janeiro
Ss 77 L RJ Rio de Janeiro
Ss 78 F RJ Rio de Janeiro
Ss 79 F RJ Rio de Janeiro
Ss 80 F RJ Rio de Janeiro
Ss 81 F RJ Rio de Janeiro
Ss 82 F RJ Rio de Janeiro
Ss 83 F RJ Rio de Janeiro
Ss 84 F RJ Rio de Janeiro
Ss 85 F RJ Rio de Janeiro
Ss 86 F RJ Rio de Janeiro
Ss 87 L RJ Rio de Janeiro
Ss 88 L RJ Rio de Janeiro
Ss 89 F RJ Rio de Janeiro
Ss 90 F RJ Rio de Janeiro
Ss 91 F RJ Rio de Janeiro
Ss 92 F RJ Rio de Janeiro
Ss 93 L RJ Rio de Janeiro
Ss 94 F RJ Rio de Janeiro
Ss 95 F RJ Rio de Janeiro
Ss 96 F RJ Rio de Janeiro
Ss 97 F RJ Rio de Janeiro
Ss 98 F RJ Rio de Janeiro
Ss 99 L RJ Rio de Janeiro
Ss 100 F RJ Rio de Janeiro
Ss 101 L SP Bauru
Ss 102 L SP Bauru
Ss 103 L SP Bauru
Ss 104 L MT Cuiabá
Ss 105 L MG Uberaba
Ss 106 L MG Uberaba
Ss 107 L MG Uberaba
Ss 109 F MG Uberaba
Ss 110 F MG Uberaba  
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Tabela 2: Dados dos isolados brasileiros de S. schenckii selecionados para este estudo. 
 (continuação) 
Identificação Origem Estado Cidade
Ss 111 F SP São Paulo
Ss 112 F SP Ribeirão Preto
Ss 113 F SP Ribeirão Preto
Ss 114 F SP Ribeirão Preto
Ss 115 F SP Ribeirão Preto
Ss 116 F SP Ribeirão Preto
Ss 117 F SP Campinas
Ss 118 F SP Campinas
Ss 119 EC SP Campinas
Ss 120 F SP Campinas
Ss 121 F SP Campinas
Ss 122 F SP Campinas
Ss 123 F SP Campinas
Ss 124 F SP Campinas
Ss 125 F SP Campinas
Ss 126 F SP Campinas
Ss 127 F SP Campinas
Ss 128 F SP Campinas
Ss 129 L SP Interior
Ss 130 L PE Recife
Ss 131 L PE Recife
Ss 132 L PE Recife
Ss 133 L PE Recife
Ss 134 L PE Recife
Ss 135 L PE Recife
Ss 136 L PE Recife
Ss 137 L PE Recife
Ss 138 L PB João Pessoa
Ss 139 L PB João Pessoa
Ss 140 L PB João Pessoa
Ss 141 L DF Brasilia
Ss 143 L PA Belem
Ss 144 L RS Rio Grande do Sul
Ss 145 L RS Rio Grande do Sul
Ss 148 L SP São Paulo  
 
 
42 
 
Tabela 2: Dados dos isolados brasileiros de S. schenckii selecionados para este estudo. 
 (conclusão) 
Identificação Origem Estado Cidade
Ss 149 L RS Pelotas
Ss 150 L RS Pelotas
Ss 151 CÃO RS Pelotas
Ss 152 GATO RS Pelotas
Ss 153 GATO RS Pelotas
Ss 154 GATO RS Pelotas
Ss 155 GATO RS Pelotas
Ss 156 GATO RS Pelotas
Ss 157 GATO RS Pelotas
Ss 158 F AM Manaus  
F = forma fixa da esporotricose humana, L = forma linfocutânea da esporotricose humana, D = forma 
disseminada esporotricose humana, EC = forma extracutânea da esporotricose humana. 
 
3.2. Condições de conservação dos isolados 
 
Os isolados de S. schenckii foram conservados em ágar Sabouraud (ANEXO I) 
na fase miceliana à temperatura ambiente e repicados a cada três meses para 
manutenção. 
 
3.3. Ensaio de Termotolerância 
 
Conídios foram obtidos por meio de lavagem de colônias miceliais de 7 dias de 
cultivo,  com 3 mL de PBS 1x. Desta suspensão, 20 microlitros foram colocados na 
câmara de Neubauer para contagem. A suspensão foi ajustada para 106 conídios/ml e a 
viabilidade foi estimada com corante vital (Tryplan blue - Sigma). Apenas amostras que 
apresentaram viabilidade celular superior a 85% foram utilizadas. Destas, foram 
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retirados 100 L (105 conídios) da suspensão e  inoculados em um orifício previamente 
preparado no centro de uma placa de Petri, contendo meio ágar batata (PDA – Difco) 
(ANEXO I). As placas foram incubadas a 28ºC, 35ºC e 37ºC, em duplicata para cada 
temperatura. Os diâmetros das colônias foram medidos (em mm) após 15 dias de 
incubação com o auxílio de um paquímetro. A influência da temperatura na inibição do 
crescimento (%IC) foi calculada a 35ºC e 37ºC baseando-se na seguinte fórmula:  
 
% IC a 35ºC = [(DC a 28ºC – DC a 35ºC) ÷ DC a 28º C] x 100 
% IC a 37ºC= [(DC a 28ºC – DC a 37ºC) ÷ DC a 28º C] x 100 
 
DC = diâmetro da colônia em mm 
 
3.4. Área conidial 
 
Placas de Petri contendo três lâminas de microscopia empilhadas sobre duas 
folhas de papel filtro foram previamente autoclavadas. Blocos de meio de cultura ágar 
batata (PDA – Difco) (1cm x 1cm) foram colocados sobre as lâminas acondicionadas 
dentro das placas estéreis. Fragmentos de aproximadamente 1 mm das colônias 
micelianas de 7 dias foram repicadas para as laterais destes blocos e uma lamínula de 
vidro foi colocada por cima do bloco de meio de cultura. Os papéis de filtro foram 
umedecidos com água destilada estéril com o intuito de preparar uma câmara úmida 
para o microcultivo.  Após 5-7 dias de crescimento fúngico, as lamínulas foram retiradas 
e colocadas em outra lâmina de microscopia contendo uma gota do corante lactofenol 
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azul de algodão (ANEXO I). As lâminas obtidas foram visualizadas em microscópio 
ótico (objetiva 40x) e fotografadas utilizando o software Image Tool Proplus (aumento 
de 400x). Posteriormente, a área dos conídios (média de 100 conídios/isolado) de S. 
schenckii foi medida utilizando o software UTHSCSA ImageTool versão 3.0, Department 
of Dental Diagnostic Science at The University of Texas Health Science Center, San 
Antonio, Texas). 
 
3.5. Análise estatística da termotolerância e área conidial 
 
Os dados obtidos dos isolados quanto à termotolerância e área conidial foram 
submetidos à análise estatística, com o intuito de verificar se existiam diferenças entre 
os isolados relacionadas à origem geográfica. O mesmo foi feito quando os isolados 
foram agrupados por origem clínica humana ou animal. Os dados foram analisados pelo 
teste de ANOVA / teste de Tukey utilizando o software Instat, considerando 
estatisticamente significante quando p < 0.05. 
 
3.6. RAPD – "random amplified polymorphic DNA"   
 
As características genotípicas dos 151 isolados brasileiros foram analisadas por 
meio da técnica de RAPD – Random amplified polymorphic DNA. 
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3.6.1. Isolamento de DNA genômico de S. schenckii 
 
Fragmentos de aproximadamente 5 cm de colônias miceliais com 5 dias de 
cultura de meio de ágar Sabouraud, mantida a 28o C, foram submetidas ao Kit de 
extração de DNA genômico “Fast DNA Kit” (QBiogene, Inc., CA). O protocolo foi 
realizado conforme as orientações do fabricante.   
 
3.6.2. Verificação do DNA genômico extraído 
 
Amostras contendo DNA genômico (1 l) em tampão de amostra foram 
submetidas à eletroforese em gel de agarose (Invitrogen) a 0,8%, com 1% brometo de 
etídeo a 10mg/mL para verificação da sua integridade e estimativa de concentração, 
utilizando marcador de peso molecular conhecido (lambda DNA/HindIII - Invitrogen). A 
corrida foi realizada em tampão TBE 1x (ANEXO I), a 100 V por 30 minutos. A 
visualização e a documentação foram realizadas em um transiluminador sob luz UV 
com a utilização da câmera fotográfica Olympus. A concentração de DNA das amostras 
foi estimada por espectrofotometria a 260 nm. A pureza foi estimada pela obtenção da 
razão entre a leitura da amostra a 260 nm e a leitura da amostra a 280 nm. Apenas 
amostras que continham DNA genômico íntegro e com razões entre 1,8 e 2,0 foram 
utilizadas. 
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3.6.3. Seleção dos primers 
 
Seis primers propostos na literatura para o estudo do polimorfismo de S. 
schenckii foram utilizados neste estudo com o intuito de selecionar o melhor primer para 
o estudo do polimorfismo dos isolados brasileiros de S. schenckii. Os primers testados 
foram:  
 
OPBG-01: 5’-GTGGCTCTCC-3’,  
OPBG-14: 5’-GACCAGCCCA-3’  
OPBG-19: 5’-GGTCTCGCTC-3’ (propostos por Mesa-Arango et al., 2002)  
e 
OPA11: 5’-ACCCGACCTG-3’,  
OPD 18: 5’-GAGAGCCAAC-3’, 
OPB-07: 5’-GGTGACGCAG-3’ (propostos por Liu et al., 2003).  
 
3.6.4. Reação de RAPD 
 
Reações com volume final de 25 l, contendo 50 ng de DNA da amostra fúngica; 
1l (100 ng) de DNA da amostra fúngica, 12,5 l de PCR Master Mix (Promega) 
composto de MgCl2, dATP, dTTP, dCTP, dGTP e Taq polimerase), 1 l (à 100 pmol/l) 
do primer e 6,5 l água MiliQ estéril foram amplificadas nas seguintes condições: 45 
ciclos de 1 min a 94ºC (denaturação), 1 min a 35ºC (anelamento) e 1 min a 72ºC 
(extensão) e, finalmente, 7 min a 72ºC como extensão final em termociclador (MJ 
Research modelo PTC-200/Peltier Thermal Cycler). 
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3.6.5. Corrida eletroforética dos produtos da reação de RAPD 
 
Foram adicionados 5 l de azul de bromofenol 6x (0,25% azul de bromofenol, 
0,25% xyleno cianol e 40% sacarose) em 25 l do produto amplificado e submetido à 
eletroforese em gel de agarose (2%) e 1% de brometo de etídeo (à 10mg/mL). A corrida 
eletroforética foi realizada em tampão TBE 1x a 100 V, por 50 min. O padrão de peso 
molecular 1 Kb DNA ladder (Invitrogen) foi aplicado a cada gel para posterior análise 
dos resultados. A visualização e a documentação em um transiluminador sob luz UV e 
câmera fotográfica (Olympus).  
 
3.6.6. Análise dos resultados 
 
Os perfis de bandas obtidos da reação de RAPD-PCR foram comparados entre 
si e pesquisados quanto à presença ou ausência de cada banda. Com o auxílio do 
software Gel Compar II (Applied Maths NV), as imagens obtidas foram analisadas 
quanto à presença ou ausência de bandas e comparadas utilizando-se uma matriz de 
similaridade genética para cada par de isolados. Para o cálculo da similaridade genética 
foi utilizado o coeficiente de Dice (Dice, 1945). Com base na matriz de similaridade 
gerada foi construído um dendrograma pelo método de UPGMA (Unweighted Pair-
Group Method with Arithmetic averages), onde os isolados se agruparam por 
similaridade genética. 
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3.7. Seleção dos isolados para os próximos experimentos 
Dos 151 isolados brasileiros, 40 isolados (tabela 3) foram selecionados baseados 
nos resultados dos estudos de caracterização fenotípica e genotípica (termotolerância, 
área conidial e RAPD), descritos anteriormente. Estes isolados são, portanto, 
representativos do país para os próximos experimentos. Cada experimento estudará 
parte destes 40 isolados. 
Tabela 3: Isolados de S. schenckii representativos do Brasil selecionados para os próximos 
experimentos, de acordo com os resultados da caracterização fenotípica e genotípica.  
F= forma fixa, L = forma linfocutânea, D= forma disseminada. 
 
Identificação 
do isolado 
Origem 
 Identificação 
do isolado 
Origem 
 
NORDESTE  SUDESTE 
Ss-16 L, Piaui  Ss-01 Gato, São Paulo 
Ss-40 F, Ceará  Ss-06 L, Minas Gerais 
Ss-42 F, Ceará  Ss-14 D, Minas Gerais 
Ss-135 L, Pernambuco  Ss-52 F, São Paulo 
Ss-137 L, Pernambuco  Ss-58 F, São Paulo 
Ss-138 L, Paraíba  Ss-61 Solo, São Paulo 
Ss-140 L, Paraíba  Ss-68 F, Rio de Janeiro 
CENTRO-OESTE  Ss-99 L, Rio de Janeiro 
Ss-45 L, Goiás  Ss-101 L, São Paulo 
Ss-46 L, Goiás  Ss-103 L, São Paulo 
Ss-47 L, Goiás  Ss-106 L, Minas Gerais 
Ss-48 L, Goiás  Ss-111 F, São Paulo 
Ss-49 L, Goiás  Ss-112 F, São Paulo 
Ss-104 L, Mato-Grosso  Ss-118 F, São Paulo 
Ss-141 L, Distrito Federal  Ss-123 F, São Paulo 
SUL  Ss-126 F, São Paulo 
Ss-03 F, Rio Grande do Sul  Ss-148 L, São Paulo 
Ss-53 
Gato, Rio Grande do 
Sul  
NORTE 
Ss-54 
Gato, Rio Grande do 
Sul  Ss-51 F, Pará 
Ss-24 F, Paraná  Ss-143 L, Pará 
Ss-27 L, Paraná  Ss-158 L, Amazonas 
Ss-39 F, Paraná    
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3.8. Southern blot 
3.8.1. Digestão do DNA genômico com enzima de restrição 
 
Com o intuito de selecionar a melhor enzima para o estudo do polimorfismo de S. 
schenckii brasileiros, três isolados de S. schenckii foram selecionados (Ss 45, Ss 46 e 
Ss 99). As enzimas foram selecionadas baseando-se em informações da literatura 
(ApaI proposta por Zhang et al., 2006) e em mapas de restrição obtidos através da 
análise de 18 sequências do gene ribossomal no softwareDNAstar. Os mapas de 
restrição gerados a partir das enzimas ApaI, BSH1236I, BglI, EcoRI, HindIII, Hae II, Hae 
III, Hinf I, MnlI, Not I, Sfi I, BamHI, Hinc II,  KpnI, PuvII, BclI, BglII, SmaI, EcoRV 
demonstraram que as enzimas BSH1236I, Hae III, MnlI e Apa I poderiam gerar 
melhores resultados em Southern blot. Então, estas enzimas foram utilizadas para o 
ensaio piloto. 
O DNA genômico dos 3 isolados selecionados foram digeridos com 10 U da 
enzima de restrição BSH1236I, Hae III, MnlI e Apa I separadamente. Em um tubo de 
microcentrífuga foram adicionados 5 g do DNA genômico, 2 l de tampão de reação 
da enzima de restrição 10X, 1 l de enzima (10U) (Fermentas) e água MilliQ suficiente 
para um volume final de 20 L. A reação foi incubada a 37°C por 16 horas e os 
fragmentos de restrição gerados foram submetidos à  eletroforese em géis de agarose a 
0,8% a 50 V, por 840 minutos. Os géis foram fotografados em luz UV e transferidos 
para membranas de náilon (Hybond-N - Amersham Pharmacia Biotech),  como descrito 
a seguir. Após definição da melhor enzima para o estudo do polimorfismo de S. 
schenckii, 28 isolados foram selecionados. Os isolados selecionados foram: Ss 51, Ss 
50 
 
143, Ss 158, Ss 16, Ss 40, Ss 42, Ss 135, Ss 138, Ss 140, Ss 45, Ss 46, Ss 47, Ss 48, 
Ss 49, Ss 104, Ss 141, Ss 06, Ss 52, Ss 61, Ss 68, Ss 99, Ss 106, Ss 126, Ss 148, Ss 
03, Ss 53, Ss 54 e Ss 39 (Tabela 3 e 8 dos resultados).  
O Southern blot foi feito como descrito anteriormente, porém digerindo 10 g do 
DNA genômico dos 28 isolados com a enzima escolhida.  
 
3.8.2. Transferência de DNA para filtros de náilon (“Southern blot”) 
 
Os géis contendo os fragmentos de DNA separados eletroforeticamente foram 
transferidos para as membranas de náilon (Hybond-N - Amersham Pharmacia Biotech), 
utilizando o sistema de transferência por capilaridade (Southern, 1975). Antes da 
transferência, o gel foi tratado com as soluções de depurinação (HCl 0,25M) por 20 
minutos, desnaturação (NaCl 1M; NaOH 0,5M) por 30 minutos e neutralização 
(TrisBase 1M; NaCl 0,6M) por 15 minutos, lavando duas vezes com água bidestilada 
entre cada solução. Foi montado um aparato onde foi colocado um papel filtro em 
contato com a solução de transferência (SSC 20X – ANEXO I). Sobre o papel foi 
colocado o gel previamente lavado e sobre ele, a membrana de náilon umedecida com 
água bidestilada esterilizada. Sobre a membrana foi colocada uma pilha de papel filtro e 
de papel absorvente e sobre todo o sistema foi colocado um peso uniforme (Fig. 2).  
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Figura 2: Sistema de transferência por capilaridade do DNA genômico digerido (presente no gel de 
agarose) para a membrana de náilon. 
A transferência foi feita por 16 h. Após a transferência, o DNA foi fixado às 
membranas irradiando-as com luz UV (150 mJoules), utilizando-se o aparelho GS Gene 
Linker TM UV Chamber (Bio Rad), durante 1 min. As membranas  foram estocadas a -
20 ºC até o momento do uso.  
 
3.8.3. Preparo da sonda 
 
O DNA do isolado Ss 126 foi submetido à reação de PCR  com volume final de 
25 l contendo os seguintes reagentes: 1l de DNA (à 100 ng/l) da amostra fúngica, 
12,5 l de Mix (Promega) composto de MgCl2, dATP, dTTP, dCTP, dGTP e Taq 
polimerase), 2,5 l de cada primer (ITS1 e ITS4, White et al., 1990) (à 100 pmol/l) e 
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6,5 l água MilliQ estéril. A reação de PCR ocorreu nas seguintes condições: 5 min a 
94ºC (denaturação inicial), 45 ciclos de 1 min a 94ºC (denaturação), 1 min a 57,1ºC 
(anelamento) e 2 min a 72ºC (extensão) e, finalmente, 7 min a 72ºC como extensão 
final em termociclador. Este par de primers amplifica as porções do gene ribossomal 
18S, ITS1, 5.8S, ITS2, 28S (White et al., 1990) (Fig. 3). 
 
Figura 3: Representação do gene ribossomal. Posição do anelamento dos primes ITS 1 e ITS 4 
(detalhe). ITS = internal transcribed spacer; IGS = intergenic spacer 
 
Sequência dos primers: 
ITS 1: 5’TCCGTAGGTGAACCTGCGG3’ 
ITS4: 5’TCCTCCGCTTATTGATATGC3’ 
Foram adicionados 5 l de azul de bromofenol 6x em 25 l do produto da reação 
de PCR e submetido à eletroforese em gel de agarose (1%) contendo 1% de brometo 
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de etídeo à 10mg/mL. A corrida eletroforética foi feita em tampão TBE 1x a 100 V, por 
40 min. O padrão de peso molecular ɸX174 DNA/Hae III (Invitrogen) foi aplicado em 
cada gel para posterior análise dos resultados. A visualização e a documentação foram 
realizadas sob luz UV e câmera fotográfica Olympus. A porção do gel contendo a banda 
de interesse foi extraída do gel e o produto de PCR foi purificado através do kit Wizard 
SV Gel and PCR Clean-up system (Promega Corporation) seguindo orientações do 
fabricante. Uma pequena porção do produto purificado do gel (2 l) foi submetido 
novamente a um gel de agarose à 1% para estimar sua dosagem em relação ao padrão 
de peso molecular ɸX174 DNA/Hae III (Invitrogen). Finalmente, 10 l da amostra e 
primers (à 5 µM) foram enviados ao serviço terceirizado da Universidade de São Paulo 
– Centro de Estudos do Genoma Humano (CEGH) para seqüenciamento genético. As 
sequências (obtidas através de cada primer) foram utilizadas para a elaboração da 
sequência consenso através do software DNAstar. A sequência final foi submetida ao 
banco de dados Blast com o intuito de confirmar sua identidade como fragmento 
genético que continha as porções do gene ribossomal 18S, ITS1, 5.8S, ITS2, 28S de S. 
schenckii. 
 
3.8.4. Marcação da sonda e hibridização das membranas de náilon 
 
Fragmentos correspondentes à seqüência de interesse (gene ribossomal 
contendo os espaçadores ITS1 e ITS2) foram radiomarcados e utilizados para 
hibridação de “Southern blot” utilizando-se marcação isotópica com 32P dCTP e o kit 
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“Random primer DNA labeling” (Invitrogen Corporation), como descrito por Santos et al. 
(1999). 
As membranas foram pré-hibridizadas com 10,0 a 20,0 ml de solução de 
hibridação (SSC 5X, formamida 50%, Denhardt 5X, DNA de esperma de salmão 
(DNAss 0,1 mg/mL), em estufa (forno) de hibridização, a 42ºC, durante 1 h. Após a pré-
hibridização, foi adicionada a cada membrana 5,0 a 10,0 ml de solução contendo a 
sonda marcada (1x106 cpm/cm2) e desnaturada durante 5 min a 100ºC. A radioatividade 
incorporada foi medida por espectrometria de cintilação líquida. 
A hibridização foi efetuada na mesma temperatura da pré-hibridização durante 
18h; ao seu término, as membranas foram submetidas a 4 lavagens. As duas primeiras 
lavagens foram feitas por 30 min a 42º C com a solução 1 (SSC2X, SDS a 0,1% e 
pirofosfato de sódio a 0,1%) e posteriormente, duas lavagens de 30 min cada a 56º C 
com a solução 2 (SSC 1x, SDS a 0,1% e pirofosfato de sódio a 0,1%).  
Após as lavagens, os filtros foram montados sobre papel de filtro e expostos a 
filme de raios X (X-Omat, Kodak) em cassete com tela intensificadora, a -70ºC, por 24 
h. Após a exposição, os filmes foram revelados (revelador e fixador, ambos 
reforçadores, GBX - Kodak), re-expondo quando necessário. 
 
3.9. Obtenção dos exoantígenos brutos de S. schenckii  
 
Para este objetivo, 13 isolados de S. schenckii representativos do país foram 
selecionados. Posteriormente, selecionamos 10 isolados oriundos somente do Estado 
de São Paulo para verificar se a variabilidade antigênica diminui já que estes isolados 
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são originados de área geográfica restrita. Os isolados selecionados para este 
experimento foram: Ss 51, Ss 16, Ss 42, Ss 48, Ss 104, Ss 53, Ss 27, Ss 01, Ss 14, Ss 
52, Ss 58, Ss 61, Ss 68, Ss 99, Ss 101, Ss 103, Ss 106, Ss 111, Ss 112, Ss 118, Ss 
123, Ss 148 (Tabela 8 dos resultados). 
 O crescimento fúngico de 7 dias (fase micelial) de 3 tubos de ágar Sabouraud foi 
semeado em 200 ml de caldo Sabouraud (Sab), em meio mínimo (MM) caldo e M 199 
caldo (ANEXO I), onde permaneceu por 10 dias em agitação rotatória a 150 rpm, à 
temperatura ambiente, em agitador orbital (ETICA Equipamentos, S.P.). A cultura foi 
morta pela adição de timerosal (0,2g/L) por 48 h e, em seguida, filtrada em papel de 
filtro para separar o micélio. O filtrado foi concentrado a vácuo, em rotaevaporador, a 
45ºC e dialisado contra água destilada, por 48h, com várias trocas ao dia. O filtrado final 
obtido é o exoantígeno bruto, que foi dosado para verificar seu conteúdo protéico pelo 
método de Bradford (1976).    
 
3.9.1. Análise dos exoantígenos por SDS-PAGE  
3.9.1.1. Preparo do gel 
 
O gel para eletroforese vertical foi preparado segundo Laemmli (1970) em uma 
cuba de eletroforese vertical para mini gel (Biorad MiniPROTEAN Tetra Cell), constando 
de um gel de separação linear de acrilamida a 10 % e um gel de empilhamento de 
acrilamida a 3 %, polimerizado entre 2 placas de vidro separadas por espaçadores com 
0,75 mm de espessura. Um pente com 10 canaletas para molde foi utilizado para a 
aplicação das amostras. 
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Tabela 4: Proporções de reagentes das soluções para a preparação dos géis.  
Solução Estoque 
Gel de Separação 
(10 %) 
Gel de 
Empilhamento 
(3 %) 
Acrilamida-bisacrilamida (30 % : 0,8 %) 5 mL 0,65 mL 
Tris-HCl 1,5 M pH 8,8, SDS 0,2% 3,75 mL --- 
Tris-HCl 0,5 M, SDS 0,2% pH 6,8 --- 1,25 mL 
Água bidestilada 6,25 mL 3,05 mL 
Persulfato de amônia a 10 % 50 L 25 L 
N,N,N’,N’-Tetrametilenodiamino (TEMED)             10 L 5 L 
 
3.9.1.2. Preparo das amostras 
 
Volumes contendo 2g em proteína das amostras foram diluídos individualmente 
em tampão de amostra 4x (ANEXO I) adicionados de 2-mercaptoetanol a 5 %, como 
agente redutor, no momento do uso. As amostras foram aquecidas a 100º C por 5 
minutos e aplicadas nas canaletas do gel. Ao longo do estudo, dois padrões de 
proteínas com pesos moleculares conhecidos foram utilizados: Gibco (111 kDa, 72 kDa, 
47 kDa, 29 kDa) e Benchmark protein ladder (Invitrogen Corporation) (220 kDa, 160 
kDa, 120 kDa, 100 kDa, 90 kDa, 80 kDa, 70 kDa, 60 kDa, 50 kDa, 40 kDa, 30 kDa, 25 
kDa, 20 kDa). 
    
3.9.1.3. Condições da corrida eletroforética 
 
A corrida eletroforética foi realizada a 100 V até que o corante azul de 
bromofenol chegasse ao fim do gel. A corrente elétrica foi conduzida pelo tampão de 
corrida 1x (ANEXO I).  
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3.9.1.4. Coloração pela prata 
 
Após a corrida eletroforética o gel foi lavado com água bidestilada e corado pelo 
método da prata (Blum et al, 1987), obedecendo as seguintes etapas: 
1. Fixação (50% metanol; 12% ácido acético) ............................................ 15 min 
2. Água destilada ......................................................................................... 5 min 
3. Etanol 50 % ............................................................................................. 10 min 
4. Etanol 50 % ............................................................................................. 10 min 
5. Etanol 50 % ............................................................................................. 10 min 
6. Água destilada ......................................................................................... 5 min 
7. Tiossulfato de sódio 0,02% ..................................................................... 10 min 
8. Água destilada ......................................................................................... 5 min 
9. Nitrato de prata 0,2% .............................................................................. 10 min 
10. Água destilada ....................................................................................... 5 min 
11. Solução de revelação (6% carbonato de sódio; 0,004% tiossulfato de 
sódio) ........................................................................................................... 
Até revelar 
as bandas 
12. Solução de parada (50%metanol; 12% ácido acético) .......................... 10 min 
13. Lavagem (50% metanol) ....................................................................... 5 min 
14. Água destilada ...................................................................................... 5 min 
 
Todos os reagentes foram dissolvidos em água bidestilada e cada etapa foi 
realizada sob agitação leve. Após a coloração, o gel foi seco a vácuo em placa 
aquecedora (Bio Rad – Modelo 443 – Slab Dryer), digitalizado através de um scanner 
convencional (HP Deskjet F 4180) e guardado para análise. 
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3.9.1.5. Análise comparativa dos perfis antigênicos 
 
Os perfis de bandas obtidos de cada exoantígeno foram comparados entre si de 
acordo com o item 3.6.6. Desta forma, os isolados se agruparam por similaridade 
quanto à secreção de proteínas/glicoproteínas.  
 
3.10. Fatores de virulência – Pesquisa de exoenzimas 
 
Dezenove isolados de S. schenckii foram selecionados para os próximos 
experimentos. Os isolados selecionados para este experimento foram: Ss 51, Ss 143, 
Ss 158, Ss 16, Ss 40, Ss 137, Ss 140, Ss 47, Ss 49, Ss 104, Ss 141, Ss 6, Ss 61, Ss 
99, Ss 126, Ss 3, Ss 54, Ss 24 e Ss 39 (Tabela 3 e 8 dos resultados).  
Os isolados na fase micelial foram cultivados em ágar Sabouraud à temperatura 
ambiente por 7 a 10 dias. Um pequeno fragmento (0,2 cm x 0,2 cm) da colônia foi 
inoculado para o meio de interesse para posterior análise. Todos os experimentos 
foram realizados em duplicata.  
 
3.10.1. Teste da urease 
 
O fungo foi semeado em meio Christensen Urease ágar (ANEXO I). Após 7 dias 
de cultivo a 25º C, a produção da urease foi avaliada pela mudança de cor do meio de 
amarelo para vermelho. Um isolado de Cryptococcus neoformans foi utilizado como 
controle positivo.  
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3.10.2. Teste da gelatinase    
 
Os fungos foram semeados em meio sólido para liquefação da gelatina (ANEXO 
I) e incubados a 25° C durante 60 dias. Após o período, os cultivos foram colocados no 
refrigerador a 4°C por 1 hora. Um tubo contendo somente o meio (não semeado) foi 
utilizado como controle negativo. Para verificação da hidrólise da gelatina foi 
considerado meio liquefeito como prova positiva e meio não liquefeito como prova 
negativa.  
 
3.10.3.Teste da desoxiribonuclease (DNAse) 
 
O fungo foi semeado em meio de cultura DNAse ágar (Difco) (ANEXO I)  e 
incubado a 25°C. Após 7 dias, as placas foram avaliadas quanto à presença ou 
ausência de um halo. O halo foi identificado como um círculo transparente ao redor da 
colônia em contraste com o restante da placa que apresenta coloração esverdeada, 
caracterizando a produção da enzima DNAse. A ausência do halo indica teste negativo.  
 
3.10.4. Atividade da Caseinase, segundo Price et al. (1982) 
 
O fungo foi semeado em placas contendo o meio caseinase ágar (ANEXO I) e 
incubado a 25°C por 15 dias. Um isolado de Nocardia asteroides que não hidrolisa a 
caseína foi usado como controle negativo e um isolado de Nocardia brasiliensis foi 
utilizado como controle positivo. A hidrólise da caseína foi verificada após a formação 
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de um halo em torno da colônia. A análise dos resultados foi feita com base no item 
3.10.6.  
 
3.10.5. Produção de proteinase, segundo Price et al. (1982) 
 
O fungo foi semeado em placas contendo o meio proteinase ágar (ANEXO I) e 
incubado a 28°C por 14 dias. Um isolado de Candida albicans foi utilizado como 
controle positivo. A atividade enzimática foi verificada após a formação de um halo em 
torno da colônia. A análise dos resultados foi feita baseado nos critérios descritos no 
item 3.10.6, a seguir. 
 
3.10.6. Análise dos resultados da atividade da caseinase e proteinase 
 
As análises dos resultados foram feitas pelo cálculo da razão entre o diâmetro da 
colônia (dc) e o diâmetro do halo (dcd), proposta por Price et al. (1982). Esta razão 
representa a atividade enzimática da proteinase (PZ) e da caseinase (CZ). 
 
PZ ou CZ  = dc ÷ dcd 
 
Segundo Price et al. (1982): 
PZ ou CZ = 1,0; indica que o microrganismo não é produtor da enzima 
PZ ou CZ  ≥  a 0,64; indica que o microrganismo é positivo, produtor da enzima 
PZ ou CZ < 0,64; indica que o microrganismo é fortemente positivo, produtor da enzima 
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3.11. Perfil fisiológico dos isolados de S. schenckii  
 
Para os testes de osmofilia, halofilia e para testes de crescimento em diferentes 
pHs foi utilizado meio ágar batata (PDA – Difco) acrescido da substância necessária 
para cada teste.  
 
3.11.1. Teste de osmofilia 
 
Os testes de osmofilia dos isolados de S. schenckii foram feitos em placas de 
Petri contendo meio ágar batata (PDA - Difco) contendo glicerol (Synth) (adicionado 
antes da esterilização) nas concentrações de 16,6%, 20%, 23% e 28,5%. As placas 
foram incubadas a 25°C e após 30 dias o crescimento foi classificado como presente ou 
ausente. 
 
3.11.2. Teste de halofila 
 
Os testes de halofilia dos isolados de S. schenckii foram feitos em placas de Petri 
contendo meio ágar batata (PDA - Difco) acrescido de cloreto de sódio (NaCl - Synth) 
(adicionado antes da esterilização) nas concentrações de 6%, 8%, 9%, 10% e 12%. As 
placas foram incubadas a 25°C e após 30 dias o crescimento foi classificado como 
presente ou ausente. 
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3.11.3. Tolerância a diferentes pHs 
 
Pequenas quantidades de micélio foram cultivadas por 30 dias a 25° C em meio 
ágar batata (PDA - Difco) acrescidos de NaOH ou HCl para a correção do pH para  2,2,  
4,0 , 12,0 ,  12,5 ou 13,0. O crescimento foi classificado como presente ou ausente. 
 
3.12. Teste de patogenicidade e virulência dos isolados de S. schenckii 
 
Dez isolados foram estudados in vivo quanto sua patogenicidade e virulência. Os 
isolados selecionados foram: Ss 143, Ss 51, Ss 16, Ss 40, Ss 47, Ss 141, Ss 126, Ss 
06, Ss 39 e Ss 54 (Tabela 3 e Tabela 8 dos resultados). Primeiramente, foram obtidos 
retrocultivos dos isolados em camundongos Balb/C para o estudo da patogenicidade e 
virulência. 
 
  3.12.1. Estudo de patogenicidade 
3.12.1.1. Preparo do inóculo fúngico 
 
Células leveduriformes oriundas de cultivo de 7 dias em meio BHI caldo a 37o C, 
com agitação orbital de 150 rpm foram lavadas 3 vezes com PBS, pH 7,2 e 
centrifugadas (3500 rpm) por 5 minutos. Uma solução contendo 107 células/ml (a 
contagem de leveduras foi determinada em câmara de Neubauer) foi preparada e a 
viabilidade foi estimada com corante vital (Tryplan blue - Sigma). Apenas foram 
utilizadas amostras que apresentaram viabilidade celular superior a 85%.  
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3.12.1.2. Infecção dos camundongos  
 
Os camundongos utilizados neste estudo foram concedidos pelo Centro de 
Desenvolvimento de Modelos Experimentais (CEDEME) da Universidade Federal de 
São Paulo (UNIFESP) e os procedimentos abaixo realizados foram aprovados pelo 
Comitê de ética (UNIFESP) sob protocolo no. 0629/05. 
Cinco camundongos/grupo da linhagem Balb/C, macho, com 6 semanas de 
idade, pesando de 18 a 25g foram inoculados via intravenosa com 0,1 ml de solução 
contendo 106 células leveduriformes (Carlos et al., 1999) para o estudo de 
patogenicidade.  
 
3.12.1.3. Sacrifício dos animais  
 
Os animais infectados foram sacrificados com 5 semanas de infecção (Carlos  et 
al., 1999) quando foram retirados o baço, os pulmões e o fígado para avaliação da 
infecção pela contagem de células fúngicas no tecido, medida por UFC (Unidades 
Formadoras de Colônias). Nessa ocasião, o sangue dos animais foi coletado para 
obtenção de soros a serem usados posteriormente na técnica de Western Blot. 
 
3.12.1.4. Unidades Formadoras de Colônias (UFC) 
 
Após o sacrifício dos animais os órgãos foram extirpados e colocados em placas 
esterilizadas (49 x 13 mm) e pesados imediatamente. A diferença entre a placa com o 
órgão e a placa vazia representa o peso total do órgão. Com o auxílio de um 
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homogeneizador manual os órgãos foram macerados em 1 mL de PBS 1x para o baço 
e os pulmões e em 2 mL para o fígado. Foram retirados 100L do macerado do baço e 
pulmões e 200 L do macerado do fígado para plaquear em meio BHI ágar (Acumedia) 
contendo 1% de penicilina/ estreptomicina (GibcoBRL). As placas foram mantidas a 37º 
C, por 10 dias (Singer Vermes et al., 1993). Após o crescimento do fungo recuperado 
dos tecidos as UFC foram contadas e posteriormente foi feito o cálculo de UFC/grama 
de tecido. Os dados foram analisados através de análise estatística como descrito no 
item 3.12.2.1, descrito a seguir. 
 
3.12.2. Ensaio de sobrevivência 
  
Para o ensaio de sobrevivência foi preparada uma solução contendo 5 x 107 
células leveduriformes de acordo com as condições do item 3.12.1.1. e 0,1 ml (5 x 106 
células) desta solução foi inoculada intravenosamente em grupos de camundongos 
Balb/C contendo 10 animais. O tempo de morte dos animais infectados foi registrado e 
posteriormente feita a análise estatística (item 3.12.2.1, descrito a seguir). 
 
3.12.2.1. Análise dos resultados (UFC e Sobrevivência) 
 
Os dados das UFC foram utilizados para elaboração de um gráfico com o auxílio 
do software Microsoft Corporation versão 2007 Excel. A análise estatística foi realizada 
utilizando os valores das unidades formadoras de colônias por grama de tecido. A 
análise foi realizada comparando a colonização dos isolados entre si para cada órgão. 
Após verificar se os dados podiam ser aproximados pela distribuição normal por meio 
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da prova estatística de Shapiro-Wilk (Shapiro & Wilk, 1965) e a inspeção dos gráficos 
de quantis (“qq-plot”) optou-se por realizar a análise estatística baseada em métodos 
paramétricos. Para descrição dos dados as médias foram calculadas como estimador 
da medida de tendência central e o desvio padrão considerado como estimador da 
medida de dispersão. Para avaliar a significância das diferenças de UFC entre os 
grupos dos animais infectados com diferentes isolados foi empregada a análise de 
variância univariada (ANOVA) e quando necessário foi utilizado o post-hoc de Tukey.  
Os isolados foram classificados como altamente patogênicos, medianamente 
patogênicos e de baixa patogenicidade, de acordo com a colonização total de órgãos 
do hospedeiro (soma das unidades formadoras de colônias dos três órgãos estudados). 
Para a análise da sobrevivência foi empregado o modelo de Kaplan-Mayer para 
verificar possíveis diferenças no tempo de sobrevida dos animais infectados com 
diferentes isolados. A significância estatística foi aceita em P≤0,05, sendo que todo o 
processamento estatístico foi realizado no ambiente estatístico R (versão 2.7.2, R 
Development Core Team, 2008). 
 
3.13. Western blot – utilizando soros dos camundongos infectados 
experimentalmente. 
 
O gel de SDS-PAGE foi preparado conforme o item 3.9.1.1.  As amostras de 
antígenos, com volumes contendo 2g de proteínas foram preparadas conforme 
descrito no item 3.9.1.2 e a corrida eletroforética realizada conforme descrição do item  
3.9.1.3.  
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3.13.1. Transferência das proteínas do gel de poliacrilamida para a 
membrana de nitrocelulose e revelação da reação. 
 
Após a corrida eletroforética foi realizada a transferência das proteínas do gel 
para a membrana de nitrocelulose. Em seguida foi montado um “sanduíche” no qual o 
gel e a membrana permaneceram em contato direto e envolvidos por 4 folhas de papel 
filtro, 2 esponjas, 2 suportes de acrílico. Este aparato foi submetido à corrente de 14 mA 
por 16h a 4º C em uma cuba de eletroforese vertical na presença de tampão de 
transferência (ANEXO I). Após a transferência a membrana foi corada com Ponceau S 
(0,15% de Ponceau S - Vetec -  ácido acético 1%) por 5 minutos e depois foi descorada 
em água destilada. O padrão de peso molecular foi marcado com caneta e as canaletas 
foram individualizadas. 
Os sítios livres da membrana foram bloqueados com tampão PBS-Tween 20 a 
0,005% + Leite desnatado a 5% (PBS-T-L), por 4 horas, sob agitação lenta à 
temperatura ambiente. A membrana foi lavada com tampão PBS-Tween 20 a 0,005% 
(PBS-T) por 10 minutos. Foi preparado um pool de soros contendo 20 µl dos soros dos 
5 camundongos de cada grupo. O pool de soros de cada grupo de camundongo foi 
diluído a 1:50 em tampão PBS-T e a membrana de nitrocelulose que continha o 
exoantígeno produzido pelo isolado que foi usado para infectar cada grupo de 
camundongo foi incubada por 1 hora, sob agitação lenta, à temperatura ambiente. As 
membranas foram lavadas novamente por 3 vezes e o conjugado IgG de cabra anti-IgG 
de camundongo marcado com peroxidase (Sigma-Aldrich, Inc) (diluído a 1:1000) foi 
incubado sob agitação lenta à temperatura ambiente. Novas lavagens foram realizadas 
e então, a solução de revelação [5 mg de DAB (3,3- diaminobenzidina) + 50 mL PBS1x 
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+ 90L de peróxido de hidrogênio (H2O2)] foi adicionada à membrana. A reação foi 
interrompida com água bidestilada e a membrana foi digitalizada através de um scanner 
convencional (HP Deskjet F 4180) para documentação e armazenada entre duas folhas 
de papel filtro. 
 
3.14. Determinação da molécula imunodominante de S. schenckii envolvida na 
esporotricose humana 
3.14.1. Western blot – com soros de pacientes com esporotricose 
 
Os isolados selecionados para este experimento foram: Ss 01, Ss 52, Ss 58, Ss 
101, Ss 103, Ss 112, Ss 118, Ss 123 e Ss 54 (Tabelas 3 e 8 dos resultados). Oito 
isolados do estado de São Paulo e o isolado Ss 54 (Rio Grande do Sul, gato) foram 
utilizados para a obtenção de novos lotes de exoantígenos, como descrito no item 3.9.  
Os exoantígenos desses 9 isolados foram submetidos ao gel de SDS-PAGE 
(conforme descrito nos itens 3.9.1.1., 3.9.1.2., 3.9.1.3., 3.9.1.4.) para verificação de sua 
composição e posterior transferência para membrana de nitrocelulose (BioRad) 
(condições descritas no item 3.13.1.). A membrana foi então submetida ao seguinte 
tratamento para oxidação de epítopos de carboidratos: dois (2) mL de uma solução de 
metaperiodato de sódio a 10 mM, em tampão citrato de sódio a 50 mM, pH 5,0, foram 
adicionadas às tiras de membranas e incubadas por 30 minutos em câmara escura sob 
agitação lenta à temperatura ambiente. A solução foi retirada e a reação foi bloqueada 
com 2 mL de solução contendo 0,5% de glicerol em TrisHCl 0,1M, pH 7,4, por 10 
minutos sob agitação lenta à temperatura ambiente. A solução foi descartada e uma 
terceira solução contendo 1% de glicina em tampão citrato de sódio a 50 mM, pH 5,0 e 
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BSA a 0,2% para bloquear os grupos aldeídos foi adicionada às tiras das membranas e 
incubadas por 1h sob agitação lenta à temperatura ambiente. Os sítios livres da 
membrana foram bloqueados com tampão PBS-T-L por 16h sob agitação lenta à 
temperatura ambiente. A membrana foi lavada 2x com tampão PBS-T por 10 minutos.  
Os soros de pacientes com esporotricose foram gentilmente cedidos pela Dra. 
Leila Maria Lopes Bezerra, Universidade Estadual do Rio de Janeiro (UERJ). Dez soros 
de pacientes com a forma fixa foram misturados para a obtenção de um pool. O mesmo 
foi feito com soros da forma linfocutânea da doença. Os soros são de pacientes com 
esporotricose antes de iniciar o tratamento. 
Os pools de soros da forma fixa e da forma linfocutânea foram diluídos a 1:100 
em PBS-T e aplicados sobre as tiras de membrana de nitrocelulose e incubados por 1 
hora, sob agitação lenta à temperatura ambiente. As membranas foram lavadas 
novamente por 3 vezes e   conjugado IgG de cabra anti-IgG de humano marcado com 
peroxidase (Sigma-Aldrich, Inc) (diluído a 1:1000) foi incubado sob agitação lenta à 
temperatura ambiente. Após 3 lavagens da membrana com PBS-T foi feita a revelação  
por quimioluminescência: a solução de revelação (100µl de SuperSignal West Pico 
luminol, 100µl de Super Signal Stable Peroxide Solution, 900µl de tampão Carbonato 
Bicarbonato 50 mM pH 9,6 – kit SuperSignal West Pico Chemiluminescent substrate - 
PIERCE) foi adicionada à membrana e incubada por 2 minutos. As membranas foram 
expostas ao filme fotográfico (High performance chemiluminescence film – Amersham 
Hyperfilm ECL)  por 2 minutos. Os filmes foram submetidos à solução de revelação 
(KODAK GBX) até o aparecimento das bandas. Os filmes foram lavados em água 
destilada e submetidos à solução de fixação (KODAK GBX) e em seguida, foram 
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lavados mais uma vez. Os filmes foram digitalizados através de um scanner 
convencional (HP Deskjet F 4180) e arquivados. 
A molécula comum entre os exoantígenos e fortemente reconhecida pelos soros 
dos pacientes com a forma fixa e linfocutânea presente nos diferentes exoantígenos foi 
escolhida para ser purificada e utilizada nos próximos estudos. 
 
3.15. Preparo dos antígenos para os próximos experimentos de ELISA utilizando 
soros de gatos e teste de Hipersensibilidade do tipo tardia – HTT (em 
camundongos Balb/C infectados experimentalmente). 
 
3.15.1. Exoantígeno bruto do isolado Ss 118 
 
O exoantígeno bruto de S. schenckii (Ss 118) foi preparado conforme descrito no 
item 3.9. Após obtenção do exoantígeno, o mesmo foi concentrado, dosado e 
submetido à eletroforese em gel de SDS-PAGE (conforme descrito nos itens 3.9.1.1., 
3.9.1.2., 3.9.1.3., 3.9.1.4.) para verificação de sua composição protéica. 
  
3.15.2. Antígeno purificado SsCBF 
3.15.2.1. Obtenção das células de S. schenckii  
 
O isolado de S. schenckii (1099-18) (procedência: New York, USA, humano) foi 
cultivado em meio caldo BHI, por 7 dias a 37o C a 150 rpm. A cultura leveduriforme foi 
morta com timerosal (0,2g/L) por 48 h, sendo isolada por centrifugação 4000 X g por 10 
minutos. O precipitado obtido foi lavado 3 vezes com água destilada e armazenado a -
20º C para posterior utilização.  
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3.15.2.2. Isolamento da fração SsCBF 
 
A peptídeo-ramnomana foi isolada e purificada a partir da massa de células de 
leveduras, segundo Lloyd e Bitoon (1971). A massa de células foi ressuspensa em 
tampão citrato 0,02M pH 7,0 na proporção de 1 volume de células para 1,5 volumes de 
tampão. A suspensão foi autoclavada por 90 minutos a 120º C, resfriada à temperatura 
ambiente e centrifugada a 4000 X g por 10 minutos. O sobrenadante foi separado, 
enquanto o precipitado foi ressuspenso no mesmo tampão para nova extração, nas 
mesmas condições anteriormente descritas. 
Os sobrenadantes da primeira e segunda centrifugações foram reunidos e o 
precipitado resultante descartado. O sobrenadante foi dialisado contra água destilada a 
4º C 16h. O extrato bruto obtido foi concentrado até aproximadamente 100 mL e 
precipitado com três volumes de etanol absoluto. O material precipitado nestas 
condições, extrato bruto, foi separado por centrifugação a 25000 X g por 5 minutos, 
seco em dessecador a vácuo e posteriormente liofilizado. 
O extrato bruto foi então ressuspenso em água destilada, sendo depois 
adicionada a esta solução peso equivalente do detergente Cetavlon dissolvido em água 
destilada, em proporção correspondente à metade deste volume original. Após repouso 
de 24h à temperatura ambiente, o precipitado formado, fração A, foi separado por 
centrifugação a 25000 X g por 10 minutos, sendo descartado. Ao sobrenadante foi 
adicionada solução de ácido bórico a 1% (p/v). O pH foi ajustado com hidróxido de 
sódio 2N até se obter uma precipitação intensa, o que ocorre na faixa de pH entre 8,5 e 
8,8. A suspensão foi centrifugada nas mesmas condições anteriores e o precipitado 
obtido, separado, foi denominado fração B. 
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A fração B foi lavada com borato de sódio 0,5%, pH 8,8 e, posteriormente, 
solubilizada com 50 mL de ácido  acético 2%, seguindo de nova precipitação com três 
volumes de etanol. 
O material foi ressolubilizado em água destilada e liofilizado. A fração assim 
purificada foi denominada de peptídeo-ramnomanana bruta. 
Foram aplicadas 20 mg da peptídeo-ramnomanana em coluna de Spharose 4B – 
Con A (0,5 x 20 cm), previamente equilibrada com PBS 50 mM pH 7,4. A fração não-
ligante foi eluída neste mesmo tampão. O material ligado a ConA foi eluído com solução 
de α-D-metil manosídeo 0,1M em PBS pH 7,4. O perfil de eluição foi acompanhado pela 
determinação da absorbância a 280nm. 
A fração ligante a ConA foi posteriormente purificada em uma coluna de Bio-Gel 
P4 (0,5 x 0,98 cm), previamente equilibrada com ácido acético 0,1 N. O material eluído 
no volume de exclusão foi coletado e liofilizado sendo denominado SsCBF (S. schenckii 
Con A Binding Fraction).  
A fração não ligante a Con A foi dessanilizada, utilizando-se uma coluna de Bio-
Gel P2 (1 x 100 cm), sendo denominada de SsNBF (S. schenckii Con A Non Binding 
Fraction).  
 
3.15.3. Molécula de 38 kDa de S. schenckii (imunodominante determinada 
pelo teste de WB utilizando soros de pacientes com esporotricose)  
 
Selecionamos o isolado Ss 54, pois este produz  majoritariamente a molécula de 
38 kDa, porém secreta outras moléculas minoritárias. Dois (2) litros de exoantígeno 
bruto obtido deste isolado foi produzido em caldo Sabouraud, conforme as condições 
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descritas no item 3.9. O exoantígeno foi submetido à eletroforese em gel de SDS-PAGE 
para confirmar a presença da molécula de 38 kDa.  
 
3.15.3.1. Cromatografia por filtração em Sephadex G-50 
 
Resina Sephadex G-50 medium (Pharmacia 1,6/95) (cerca de 190 mL) foi 
preparada e equilibrada com tampão NH4HCO3 50mM e NaCl 0,2M, conectada a um 
aparelho de FPLC. A amostra foi dissolvida em tampão e aplicada à coluna. A corrida 
foi realizada em 5,5 h com coleta de 0,5 mL/min e absorbância de 214 nm.  
Cada tubo coletado foi numerado e submetido à eletroforese em gel de SDS-
PAGE para verificação das moléculas eluídas. As frações 8, 9 e 10 oriundas da coluna 
de Sephadex G-50 foram reunidas e a amostra foi congelada, liofilizada e ressuspensa 
em 1 mL de PBS 1x. Posteriormente, a amostra foi dialisada por 48h contra PBS 1x.  
Após a diálise, a amostra foi dosada quanto ao seu conteúdo protéico e submetida à 
eletroforese em gel de SDS-PAGE, conforme descrito nos itens 3.9.1.1., 3.9.1.2., 
3.9.1.3., 3.9.1.4., para confirmação da sua pureza. Após confirmação, esta amostra 
contendo a molécula de interesse foi utilizada para os próximos experimentos.  
As frações 1 a 7 foram reunidas e o mesmo foi feito com as frações 11 a 17, 
originando duas novas frações. Estas frações foram dialisadas contra água milliQ 
estéril. A fração 1 a 7 foi submetida a coluna MonoQ (Pharmacia) e a fração 11 a 17 foi 
submetida a coluna Hitrap (Pharmacia). 
 
73 
 
 
3.15.3.2. Cromatografia de troca iônica – MonoQ e HitrapQ 
 
As colunas de troca iônica com 1 mL de resina Hitrap Q (Pharmacia) e MonoQ 
foram equilibrada com o tampão A (Tris 20mM pH 8,0) sendo o gradiente estabelecido 
pelo tampão B (Tampão A +1M NaCl). As colunas estavam conectadas a um aparelho 
de FLPC. Após o equilíbrio das colunas, 2 mL das amostras foram aplicados com fluxo 
de 1mL/min, com absorbância a 280nm. 
Cada fração coletada foi numerada e submetida à eletroforese em gel de SDS-
PAGE, conforme descrito nos itens 3.9.1.1., 3.9.1.2., 3.9.1.3., 3.9.1.4 para verificação 
das moléculas presentes. As frações contendo a molécula de interesse foram reunidas 
e a amostra foi congelada, liofilizada e ressuspensa em 1 mL de PBS 1x. 
Posteriormente, a amostra foi dialisada por 48h contra PBS 1x.  
Os antígenos de S. schenckii (exoantígeno bruto, SsCBF e 38kDa) foram 
utilizados para verificar se são úteis no diagnóstico da esporotricose felina por ELISA e 
para verificar seu potencial em resposta de hipersensibilidade do tipo tardio (HTT) em 
testes intradérmicos em camundongos infectados experimentalmente. 
 
3.16. Padronização do teste de ELISA para diagnóstico de esporotricose felina.   
3.16.1. Origem dos soros de gatos 
 
Trinta (30) soros de gatos com esporotricose confirmada pelo isolamento de S. 
schenckii em cultura foram obtidos do Serviço de Zoonose do Instituto Fiocruz, do Rio 
de Janeiro, RJ (Serviço da Dra. Tânia Schubach).  Os soros foram oriundos de gatos 
com uma ou mais lesões: L1 (lesão cutânea em uma única localização; n = 1), L2 
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(lesões cutâneas em 2 localizações não-contíguas; n = 4) e L3 (lesões cutâneas em 3 
ou mais localizações não-contíguas; n = 25). Soros gatos ferais aparentemente sadios 
(n = 24), sem lesões aparentes, foram obtidos do Laboratório de Zoonoses e Doenças 
transmitidas por vetores - Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) da prefeitura da 
cidade de São Paulo e foram utilizados como controle negativo.  
 
3.16.2. Padronização do teste de ELISA 
 
O teste de ELISA foi padronizado para a detecção de anticorpos IgG anti - 
exoantígeno bruto de S. schenckii , anti-SsCBF e anti-38kDa em soros de gatos.  
 
3.16.2.1. Teste de ELISA 
 
Placas de microtitulação de poliestireno (Corning Costar Corporation) com 96 
orifícios, de fundo chato, foram sensibilizadas com os três antígenos conforme 
descrição abaixo: 
 
 Exoantígeno bruto do isolado Ss 118: as placas foram sensibilizadas com 
100L/poço (4 µg/poço) em tampão carbonato-bicarbonato 0,1 M, pH 9,6,. 
 SsCBF: as placas foram sensibilizadas com 100L/poço (0,36µg/poço)  de 
SsCBF em tampão carbonato-bicarbonato 0,1 M, pH 9,6. 
 Molécula de 38 kDa: as placas foram sensibilizadas com 100 L/poço (250 
ng/poço) em tampão carbonato-bicarbonato,  0,1 M,  pH 9,6. 
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Todas as placas sensibilizadas com antígenos foram incubadas   por 2h, a 37oC 
e por uma noite a 4oC. Posteriormente, foram bloqueadas com PBS-Tween 0,05% - 
Leite 5% acrescido de BSA a 0,01%, por 4h, a 37oC. Após 5 lavagens da placa com 
PBS-T a 0,05% (PBS -T) os soros dos gatos com esporotricose e dos gatos normais, 
diluídos a 1:800 em PBS-T a 0,05%-Gelatina a 0,25% (PBS-T-G), foram incubados por 
2h a 37oC. No caso do antígeno de 38 kDa, os soros foram diluídos a 1:200.  
As placas foram novamente lavadas e 100µl do conjugado (IgG de cabra anti-IgG 
felino conjugado à peroxidase - USBiological) (diluído a 1:2000) foram adicionados à 
placa e esta incubada por 2h, a 37oC. Após lavagens, as reações foram reveladas 
adicionando-se 100l da solução de revelação contendo o substrato [5,5 mg de OPD 
(ortofenilenediamina) + 10mL de tampão citrato 0,1M pH 4,5 (ANEXO I) + 10L de 
peróxido de hidrogênio (H2O2)]. A reação ocorreu em aproximadamente 5 minutos e foi 
interrompida pela adição de 50L/poço de solução de H2SO4 a 4N. A densidade ótica 
foi mensurada em leitor de placas de ELISA (TECAN Sunrise) a 492 nm. 
 
3.16.2.2. Análise estatística do teste de ELISA 
3.16.2.2.1. Análise convencional  
 
Dois pontos de corte (cutoff maior e o outro menor) foram calculados para a análise 
do teste. Os cutoffs foram calculados da seguinte forma: média das densidades óticas 
(D.O.) dos soros dos gatos normais + 2 vezes o desvio padrão destes soros (média + 2 x 
DP; cutoff maior) e média das D.O. dos soros dos gatos normais + 1 vez o desvio padrão 
destes soros (média + 1x DP; cutoff menor). Os parâmetros do teste foram calculados 
através das fórmulas a seguir: 
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PARÂMETRO 
Sensibilidade 
FÓRMULA 
VP/ (VP + FN) 
Especificidade 
Valor preditivo positivo 
Valor preditivo negativo  
Eficiência global 
VN/ (VN + FP) 
VP/ (VP+FP) 
VN/ (VN+FN) 
VP + VN/VP+FP+VN+FN 
 
VP = número de soros verdadeiros positivos (soros dos gatos com esporotricose confirmada que 
apresentaram D.O acima do cutoff) 
FN = número de soros falsos negativos (soros dos gatos com esporotricose confirmada que 
apresentaram D.O abaixo do cutoff) 
VN = número de soros verdadeiros negativos (soros dos gatos normais que apresentaram D.O 
abaixo do cutoff) 
FP = número de soros falsos positivos (soros dos gatos normais que apresentaram D.O acima do 
cutoff) 
 
3.16.2.2.2. Curva ROC (Receiver Operating Characteristic) 
 
Além da análise estatística convencional foram construídas curvas ROC 
(Receiver Operating Characteristic) para determinação do poder discriminatório dos 
testes realizados através do software Stata versão 8.2. Nesta análise, as características 
de desempenho do teste, sensibilidade e especificidade são calculadas como uma 
função de diferentes pontos de corte para que o melhor ponto seja estimado. Um 
gráfico da sensibilidade em função da proporção dos resultados falso-positivos é 
construído e a área sob a curva ROC (AUC) é usada para medir a acurácia do teste. O 
ponto de cutoff foi estabelecido pela média, mais duas vezes o desvio padrão dos 
valores das absorbâncias das amostras de soro de indivíduos saudáveis para a 
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construção da tabela de comparação de teste avaliado com o teste padrão-ouro (cultura 
positiva).  
 
3.17. Teste de hipersensibilidade do tipo tardia (HTT) 
 
Os antígenos selecionados para este objetivo foram: pool de 3 exoantígenos 
brutos de S. schenckii isolados Ss 16, Ss 61 e Ss 118 obtidos conforme descrição do 
item 3.9, fração SsCBF e molécula 38 kDa.  
 
3.17.1. Infecção dos animais e desafio – reação de HTT 
 
Dezoito grupos de camundongos Balb/C foram infectados intravenosamente com 
1 x 106 células leveduriformes conforme descrito nos itens 3.12.1.1. e 3.12.1.2. 
No 30º e 45º dia de infecção as patas direita e esquerda de cada animal foram 
medidas e posteriormente foi realizado o desafio inoculando 25 µl do antígeno (pool de 
exoantígeno bruto de S. schenckii, fração SsCBF ou a molécula de 38 kDa) no coxim 
plantar da pata traseira esquerda de cada camundongo. Como controle negativo, 25 µl 
de PBS 1x foi inoculado no coxim plantar da pata direita de cada camundongo que 
também foi desafiado com o antígeno na pata esquerda. Desta forma, o mesmo animal 
foi desafiado com antígeno na pata esquerda (molécula experimental) e PBS 1x 
(controle negativo) na pata direita. Três concentrações de cada tipo de antígeno foram 
testadas no desafio: 1 µg, 2 µg e 3 µg (Fig. 4).  
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Figura 4: O esquema ilustra como os animais foram desafiados no teste intradérmico descrito 
anteriormente.  
 
Os esquemas A e B apresentados a seguir mostram o delineamento 
experimental elaborado para este estudo.  
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B 
 
80 
 
As patas direitas e esquerdas foram medidas com auxílio de um especímetro em 
três momentos após o desafio: 24, 48 e 72h. Os resultados foram calculados da 
seguinte forma:  
 
TPD 24h – TPA = aumento da pata (em mm) 
 
TPD 48h – TPA = aumento da pata (em mm) 
 
TPD 72h – TPA = aumento da pata (em mm) 
 
TPA = tamanho da pata (em mm) antes do desafio  
TPD 24h = tamanho da pata (em mm) após 24h do desafio  
TPD 48h = tamanho da pata (em mm) após 48h do desafio  
TPD 72h = tamanho da pata (em mm) após 72h do desafio  
 
3.17.2. Histopatologia da HTT 
 
Os animais que apresentaram aumento significativo das patas foram sacrificados 
e as patas foram retiradas para a análise histopatológica. As patas desafiadas com 
PBS1x  também foram retiradas para controle negativo. Todas as patas foram utilizadas 
para preparação de lâminas com coloração Hematoxilina-Eosina, segundo protocolo 
clássico realizado pelo serviço de patologia da UNICAMP.  
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4. RESULTADOS 
4.1. Ensaio de Termotolerância 
  
 
A influência da temperatura na inibição do crescimento foi avaliada em 151 
isolados brasileiros. As porcentagens de inibição do crescimento de cada isolado, a 35º 
C e 37º C, está documentada na tabela 5, a seguir.  
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Tabela 5: Origem dos isolados brasileiros de S. schenckii, área conidial e termotolerância (porcentagem 
de inibição do crescimento - % IC - in vitro) nas temperaturas de 35 ºC e 37º C.  
(continua) 
Área conidial
(área em µm2) 35o C 37o C
Sudeste
Ss-1 gato, São Paulo 2,09 24,48 29,20
Ss-52 F, São Paulo 1,89 31,84 54,46
Ss-58 F, São Paulo 2,10 41,14 66,67
Ss-59 L, São Paulo 2,65 51,16 53,49
Ss-60 L, São Paulo 2,49 29,54 69,32
Ss-61 solo, São Paulo 2,60 34,79 54,12
Ss-101 L, São Paulo 2,28 41,25 62,50
Ss-102 L, São Paulo 2,17 60,40 72,28
Ss-103 L, São Paulo 2,46 46,07 65,17
Ss-111 F, São Paulo 2,08 34,72 84,72
Ss-112 F, São Paulo 2,49 39,39 79,80
Ss-113 F, São Paulo 2,66 30,59 47,06
Ss-114 F, São Paulo 2,03 30,49 51,22
Ss-115 F, São Paulo 2,67 45,74 71,28
Ss-116 F, São Paulo 2,15 61,54 66,67
Ss-117 F, São Paulo 2,64 61,54 64,84
Ss-118 F, São Paulo 2,48 19,75 35,80
Ss-119 EC, São Paulo 2,19 67,50 71,25
Ss-120 F, São Paulo 2,38 65,56 75,56
Ss-121 F, São Paulo 2,20 65,12 69,77
Ss-122 F, São Paulo 2,45 73,33 85,33
Ss-123 F, São Paulo 3,01 77,00 82,00
Ss-124 F, São Paulo 2,22 74,49 74,49
Ss-125 F, São Paulo 2,01 61,76 63,24
Ss-126 F, São Paulo 2,58 71,59 77,27
Ss-127 F, São Paulo 2,80 66,67 71,11
Ss-128 F, São Paulo 3,20 50,00 65,79
Ss-129 L, São Paulo 2,26 56,25 75,00
Ss-148 L, São Paulo 2,70 46,88 65,63
Ss-65 F, Rio de Janeiro 2,10 15,47 65,33
Ss-66 F, Rio de Janeiro 2,45 36,10 56,87
Ss-67 F, Rio de Janeiro 2,28 21,88 29,69
Ss-68 F, Rio de Janeiro 2,20 48,11 52,83
Ss-69 F, Rio de Janeiro 2,10 16,27 55,62
Ss-70 F, Rio de Janeiro 2,05 24,89 45,70
Ss-71 L, Rio de Janeiro 2,28 18,12 32,61
Ss-72 F, Rio de Janeiro 2,41 18,94 42,26
Termotolerância (% de IC) a:Identificação do 
isolado
Origem do isolado
 
 
 
 
83 
 
Tabela 5: Origem dos isolados brasileiros de S. schenckii, área conidial e termotolerância (porcentagem 
de inibição do crescimento - % IC - in vitro) nas temperaturas de 35 ºC e 37º C.  
      (continuação) 
Área conidial
(área em µm2) 35o C 37o C
Sudeste
Ss-79 F, Rio de Janeiro 2,68 27,56 43,51
Ss-80 F, Rio de Janeiro 2,65 44,67 51,59
Ss-81 F, Rio de Janeiro 1,93 41,42 70,84
Ss-82 F, Rio de Janeiro 1,98 47,53 47,84
Ss-83 F, Rio de Janeiro 2,09 32,09 55,30
Ss-84 F, Rio de Janeiro 1,95 40,48 48,81
Ss-85 F, Rio de Janeiro 2,20 30,12 53,61
Ss-86 F, Rio de Janeiro 2,10 36,49 49,71
Ss-87 L, Rio de Janeiro 2,03 31,45 54,40
Ss-88 L, Rio de Janeiro 2,54 40,43 61,09
Ss-89 F, Rio de Janeiro 2,34 43,08 73,85
Ss-90 F, Rio de Janeiro 2,47 34,48 70,69
Ss-91 F, Rio de Janeiro 1,80 38,33 63,33
Ss-92 F, Rio de Janeiro 1,99 35,14 72,97
Ss-93 L, Rio de Janeiro 2,10 41,18 42,65
Ss-94 F, Rio de Janeiro 2,68 30,51 38,98
Ss-95 F, Rio de Janeiro 2,19 42,55 57,45
Ss-96 F, Rio de Janeiro 2,05 47,76 50,75
Ss-97 F, Rio de Janeiro 2,26 29,17 41,67
Ss-98 F, Rio de Janeiro 1,75 32,35 44,12
Ss-99 L, Rio de Janeiro 2,11 47,50 60,00
Ss-100 F, Rio de Janeiro 1,93 36,14 74,70
Ss-5 cat, Minas Gerais 2,11 37,76 40,63
Ss-6 L, Minas Gerais 4,60 78,38 83,78
Ss-7 D, Minas Gerais 2,42 36,84 60,53
Ss-8 L, Minas Gerais 2,24 49,76 74,88
Ss-9 L, Minas Gerais 2,32 65,43 69,08
Ss-10 L, Minas Gerais 2,50 48,72 48,72
Ss-11 L, Minas Gerais 3,02 35,80 38,89
Ss-12 F, Minas Gerais 2,04 35,80 41,98
Ss-13 L, Minas Gerais 3,10 51,96 54,19
Ss-14 D, Minas Gerais 2,18 41,94 41,94
Ss-15 L, Minas Gerais 2,39 52,94 64,71
Ss-105 L, Minas Gerais 2,27 19,74 35,53
Ss-106 L, Minas Gerais 2,32 24,05 43,04
Ss-107 L, Minas Gerais 2,12 37,66 54,55
Ss-109 F, Minas Gerais 2,46 48,48 69,70
Termotolerância (% de IC) a:Identificação do 
isolado
Origem do isolado
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Tabela 5: Origem dos isolados brasileiros de S. schenckii, área conidial e termotolerância (porcentagem 
de inibição do crescimento - % IC - in vitro) nas temperaturas de 35 ºC e 37º C.  
      (continuação) 
Área conidial
(área em µm2) 35o C 37o C
Sudeste
Ss-110 F, Minas Gerais 2,18 25,58 65,12
Ss-62 L, Espírito Santo 2,62 14,92 54,92
Ss-63 L, Espírito Santo 2,14 38,57 77,60
Ss-64 L, Espírito Santo 2,32 40,88 68,61
Sul
Ss-2 F, Rio Grande do Sul 2,96 62,50 77,00
Ss-3 F, Rio Grande do Sul 2,46 40,91 53,41
Ss-4 F, Rio Grande do Sul 2,33 26,67 39,49
Ss-53 gato, Rio Grande do Sul 2,14 22,15 36,08
Ss-54 gato, Rio Grande do Sul 5,29 29,29 60,36
Ss-55 L, Rio Grande do Sul 2,19 19,41 55,70
Ss-56 L, Rio Grande do Sul 2,23 23,53 44,12
Ss-57 L, Rio Grande do Sul 2,60 15,04 49,19
Ss-144 L, Rio Grande do Sul 2,30 46,67 64,44
Ss-145 L, Rio Grande do Sul 2,82 42,55 53,19
Ss-149 L, Rio Grande do Sul 2,30 42,86 42,86
Ss-150 L, Rio Grande do Sul 3,09 34,43 34,43
Ss-151 cão, Rio Grande do Sul 2,64 13,04 34,78
Ss-152 gato, Rio Grande do Sul 3,36 38,60 47,37
Ss-153 gato, Rio Grande do Sul 2,10 30,00 36,00
Ss-154 gato, Rio Grande do Sul 3,11 27,27 41,82
Ss-155 gato, Rio Grande do Sul 3,19 38,60 43,86
Ss-156 gato, Rio Grande do Sul 2,10 31,03 39,66
Ss-157 gato, Rio Grande do Sul 4,40 30,91 45,45
Ss-17 F, Paraná 2,20 47,50 57,50
Ss-19 L, Paraná 2,31 80,00 80,00
Ss-20 F, Paraná 2,06 51,61 58,06
Ss-21 L, Paraná 2,29 29,85 40,30
Ss-22 F, Paraná 2,40 39,56 55,06
Ss-24 F, Paraná 2,08 76,02 84,96
Ss-25 F, Paraná 2,07 38,10 64,29
Ss-26 F, Paraná 2,07 50,48 61,34
Ss-27 L, Paraná 1,82 41,90 67,25
Ss-28 F, Paraná 3,39 64,95 73,63
Ss-30 F, Paraná 3,32 33,33 46,67
Ss-31 F, Paraná 2,16 18,07 37,35
Ss-32 F, Paraná 1,79 51,22 70,73
Identificação do 
isolado
Origem do isolado
Termotolerância (% de IC) a:
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Tabela 5: Origem dos isolados brasileiros de S. schenckii, área conidial e termotolerância (porcentagem 
de inibição do crescimento - % IC - in vitro) nas temperaturas de 35 ºC e 37º C.  
      (conclusão) 
Área conidial
(área em µm2) 35o C 37o C
Sul
Ss-33 L, Paraná 1,77 50,00 55,88
Ss-34 F, Paraná 2,10 50,00 62,50
Ss-35 F, Paraná 2,69 53,49 65,12
Ss-36 F, Paraná 5,65 21,62 39,19
Ss-37 F, Paraná 2,03 36,59 43,90
Ss-38 F, Paraná 2,35 12,58 51,57
Ss-39 F, Paraná 1,59 55,56 68,89
Centro-
Oeste
Ss-45 L, Goiás 2,10 16,72 52,90
Ss-46 L, Goiás 2,02 30,49 39,02
Ss-47 L, Goiás 1,62 18,43 76,79
Ss-48 L, Goiás 2,58 30,00 41,43
Ss-49 L, Goiás 1,88 65,71 65,71
Ss-50 L, Goiás 2,25 41,18 61,76
Ss-104 L, Mato Grosso 2,05 37,84 59,46
Ss-141 L, Distrito Federal 2,54 42,55 72,34
Norte
Ss-51 F, Pará 2,34 6,93 33,33
Ss-143 L, Pará 2,60 13,16 19,74
Ss-158 L, Amazonas 2,00 18,37 18,37
Nordeste
Ss-16 L, Piauí 2,12 34,18 43,04
Ss-40 F, Ceará 1,65 12,84 61,20
Ss-41 F, Ceará 2,17 54,29 62,86
Ss-42 F, Ceará 1,69 67,49 68,85
Ss-43 F, Ceará 2,08 11,19 71,84
Ss-44 L, Ceará 1,71 58,82 64,71
Ss-130 L, Pernambuco 2,50 33,33 70,67
Ss-131 L, Pernambuco 2,52 61,25 77,50
Ss-132 L, Pernambuco 2,02 61,82 87,27
Ss-133 L, Pernambuco 2,20 63,81 89,52
Ss-134 L, Pernambuco 2,13 67,21 78,69
Ss-135 L, Pernambuco 2,66 60,53 72,37
Ss-136 L, Pernambuco 2,70 58,14 77,91
Ss-137 L, Pernambuco 2,78 47,06 65,88
Ss-138 L, Paraíba 2,58 46,15 61,54
Ss-139 L, Paraíba 2,31 48,78 76,83
Ss-140 L, Paraíba 2,30 50,00 66,67
Identificação do 
isolado
Origem do isolado
Termotolerância (% de IC) a:
 
a = Média de 100 conídios/isolado, L = humano forma linfocutânea, F = humano forma fixa, EC = humano forma 
extracutânea. 
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Os isolados brasileiros de S. schenckii apresentaram inibição do crescimento de 
6,93% a 80% à temperatura de 35º C e 18,37% e 89,52% na temperatura de 37º C. A 
média, o desvio padrão e a mediana da % de inibição do crescimento (% de IC) a 35 e 
37ºC dos 151 isolados estudados estão demonstradas na tabela 6, a seguir:  
 
Tabela 6: Média, desvio padrão e mediana da porcentagem do tamanho conidial e da taxa de inibição do 
crescimento (% de IC) a 35ºC e 37ºC de todos os isolados brasileiros de S. schenckii  
estudados. 
 
Tamanho conidial 
(área em mm
2
) 
(% de IC) 
35 
o
C 37
o
C 
Média ± desvio 
padrão 
2,39 ± 0,56 41,03 ± 16,33 58,03 ± 14,88 
Mediana 2,28 39,56 59,46 
 
A 35º C, as faixas de % de inibição do crescimento e mediana dos isolados 
foram respectivamente: 14,92% a 78,38%; 39,91% (isolados do Sudeste), 12,58% a 
80%; 38,60% (isolados do Sul), 16,72% a 65,71%; 34,16% (isolados do Centro-Oeste), 
6,93% a 18,37%; 13,16% (isolados do Norte) e 11,19% a 67,49%; 54,29% (isolados do 
Nordeste). (Tabela 7, Fig. 5).  As médias das % de IC foram: Norte ( x = 12,82% ± 
5,73%), Nordeste ( x = 49,23% ± 17,25%), Centro-Oeste ( x = 35,37% ± 15,58%), 
Sudeste ( x = 41,89% ± 15,34%), Sul ( x = 38,92% ± 16,18%) (Tabela 7). Os isolados da 
região Norte apresentaram diferença estatisticamente significante da % de IC em 
relação aos isolados da região Sul, Sudeste e Nordeste.  
A 37º C, as faixas de % de inibição do crescimento e mediana dos isolados 
foram respectivamente: 29,20% a 85,33%; 59,59% (isolados do Sudeste), 34,43% a 
84,96%; 53,19% (isolados do Sul), 39,02% a 76,79%; 60,61% (isolados do Centro-
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Oeste), 18,37% a 33,33%; 19,74% (isolados do Norte) e 43,04% a 89,52%; 70,67% 
(isolados do Nordeste) (Tabela 7, Fig. 5). As médias das % de IC foram: Norte ( x = 
23,81% ± 8,27%), Nordeste ( x = 70,43% ± 10,93%), Centro-Oeste ( x = 58,68% ± 
13,58%), Sudeste ( x = 58,83% ± 13,81%), Sul ( x = 53,42% ± 13,60%) (Tabela 7, Fig. 
5). A 37ºC, os isolados da região Norte apresentaram diferença estatisticamente 
significante da % de IC em relação aos isolados das outras regiões. Os isolados da 
região Nordeste apresentaram diferença estatisticamente significante da % de IC dos 
isolados da região Sul e Sudeste. Nas duas temperaturas testadas, os isolados da 
região Nordeste se apresentaram mais termossensíveis enquanto os isolados do Norte 
foram os mais termotolerantes. 
Quando agrupados de acordo com origem animal ou humana, a 35º C, as faixas 
de % de inibição do crescimento e mediana dos isolados foram respectivamente: 6,93% 
a 77,00%; 39,08% (isolados da forma fixa), 13,16% a 80,00%; 45,55% (isolados da 
forma linfocutânea), 13,04% a 38,60%; 30,00% (isolados de animais) (Tabela 7, Fig. 5). 
As médias a 35º C foram: animal ( x = 29,38% ± 7,70%), humana forma linfocutânea 
( x = 42,63% ± 16,14%), humana forma fixa ( x = 41,22% ± 16,99%) (Tabela 7). A 35º C, 
os isolados de origem animal apresentaram diferença estatisticamente significante da % 
de IC em relação aos isolados de origem humana forma linfocutânea.  
A 37º C, as faixas de % de inibição do crescimento e mediana dos isolados 
foram respectivamente : 29,69% a 85,33%; 61,27% (isolados da forma fixa), 18,37% a 
89,52%; 61,65% (isolados da forma linfocutânea), 29,20% a 60,36%; 40,63% (isolados 
de animais) (Tabela 7, Fig. 5). As médias da % de IC: animal ( x = 41,38% ± 8,19%), 
humana forma linfocutânea ( x = 59,45% ± 15,90%) e humana forma fixa ( x = 59,38% ± 
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13,59%) (Tabela 7). A 37º C, os isolados de origem animal apresentaram diferença 
estatisticamente significante da % de IC em relação aos isolados de origem humana 
forma linfocutânea e fixa. 
 
Tabela 7: Média ± desvio padrão; mediana da área conidial e % de IC dos isolados agrupados por 
origem geográfica e humana ou animal.   
 
Origem geográfica 
dos isolados 
Área conidial 
(área µm
2
) 
% de IC 
35
o
 C 37
o 
C 
Norte 2,31± 0,30; 2,34 12,82 ± 5,73; 13,16 23,81 ± 8,27; 19,74 
Nordeste 2,24 ± 0,35; 2,20 49,23 ± 17,25; 54,29 70,43 ± 10,93; 70,67 
Centro-Oeste 2,13 ± 0,32; 2,08 35,37± 15,58; 34,16 58,68 ± 13,58; 60,61 
Sudeste 2,34 ± 0,38; 2,28 41,89 ± 15,34; 39,91 58,83 ± 13,81; 59,59 
Sul 2,61 ± 0,88; 2,30 38,92 ± 16,18; 38,60 53,42 ± 13,60; 53,19 
 
Humana/animal 
Área conidial 
(área µm
2
) 
% de IC 
35
o
 C 37
o 
C 
Forma fixa 2,33 ±  0,53; 2,20 41,22 ± 16,99; 39,08 59,38 ± 13,59; 61,27 
Forma 
linfocutânea 
2,37 ± 0,43; 2,30 42,63 ± 16,14; 42,55 59,45 ± 15,90; 61,65 
Gatos e cães 2,96 ± 1,07; 2,64 29,38 ± 7,70; 30,00 41,38 ± 8,19; 40,63 
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Figura 5: Porcentagem (%) de IC dos isolados brasileiros de S. schenckii agrupados por origem 
geográfica, humana ou animal a 35º C e a 37º C. SE= Sudeste; S= Sul; CO= Centro-Oeste; 
N= Norte; NE= Nordeste. 
 
4.2. Conídios 
  
4.2.1. Morfologia dos conídios 
Os diferentes isolados de S. schenckii estudados apresentaram conídios 
triangulares, redondos e ovais, sendo a forma oval a predominante entre os isolados 
brasileiros (Fig. 6 A, B, C e D).  
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Figura 6: Morfologia dos conídios de isolados de S. schenckii. A: triangulares melanizados; B: redondos; C: ovais; D: redondos melanizados. A e 
D (aumento de 400 x) e C e B (aumento de 100x) 
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4.2.2. Área conidial  
  
A área conidial dos isolados brasileiros de S. schenckii variou de 1,59 μm2 a 5,65 
μm2 (Tabela 5). A média, o desvio padrão e a mediana da área conidial dos 151 
isolados estão descritas na Tabela 6 (pág 86). 
As médias ± desvio padrão; mediana da área conidial dos isolados agrupados de 
acordo com a origem geográfica foram: Norte ( x = 2,31 μm2 ± 0,30 μm2; 2,34 μm2), 
Nordeste ( x = 2,24 μm2 ± 0,35 μm2; 2,20 μm2), Centro-Oeste ( x = 2,13 μm2 ± 0,32 μm2; 
2,08 μm2), Sudeste ( x = 2,34 μm2± 0,38 μm2; 2,28 μm2), Sul ( x = 2,61 μm2 ± 0,88 μm2; 
2,30 μm2) (Tabela 7, Fig. 7). Não houve diferença estatisticamente significante entre a 
área conidial dos isolados agrupados por origem geográfica.  
Quando os isolados foram agrupados por origem animal ou humana, as médias ± 
desvio padrão e mediana da área conidial foram respectivamente : animal (2,96 μm2 ± 
1,07 μm2; 2,64 μm2), humana forma fixa (2,33 μm2 ± 0,53 μm2; 2,20 μm2), humana 
forma linfocutânea (2,37 μm2 ± 0,43 μm2; 2,30 μm2) (Tabela 7, Fig. 7). Os isolados 
obtidos de animais (cães e gatos) apresentaram diferença estatisticamente significante 
da área conidial dos isolados de origem humana (forma fixa e linfocutânea), sendo 
predominantemente maiores. 
 
92 
 
 
Figura 7: Área conidial dos isolados de S. schenckii agrupados por origem geográfica e humana ou 
animal. SE= Sudeste, S= Sul, CO= Centro-Oeste; N= Norte; NE= Nordeste.   
 
 4.3. Polimorfismo genético dos isolados brasileiros de S. schenckii 
4.3.1. RAPD 
4.3.1.1. Análise dos primers e seleção do primer 
 
Os seis primers testados neste estudo produziram perfis de bandas claramente 
reprodutíveis e polimórficas entre os isolados. Porém, os padrões de bandas 
produzidos pelo primer OPD18, apresentaram maior poder discriminatório entre os 
isolados.  
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  4.3.1.2. Polimorfismo dos isolados brasileiros analisado por 
RAPD-PCR utilizando o primer OPD18 
 
Os isolados brasileiros das diversas regiões do país (Brasil = 8.514.876,599 km2) 
(IBGE, 2009) apresentaram grande diversidade genética. O primer OPD18 produziu de 
1 a 10 produtos de amplificação que apresentaram tamanhos de 0,18 a 1,8 kb. A 
similaridade entre os pares dos isolados foi altamente variável, de 16,66% a 83,33%. A 
média da similaridade genética foi de 49,99%. Sessenta e sete (67) padrões de bandas 
foram observados indicando alto poder discriminatório entre os 151 isolados de S. 
schenckii obtidos de diferentes origens geográficas do país.  
As relações genéticas obtidas pelo método de análise UPGMA estão 
representados no dendrograma (Fig. 8) no qual é possível observar a formação de 7 
grupos majoritários. O grupo I é composto dos subgrupos Ia (5 isolados) e Ib (142 
isolados). O grupo Ib se subdivide em dois subgrupos: o subgrupo Ib.1 é composto de 
28 isolados que possuem 52% de similaridade entre si; o subgrupo Ib.2 é composto de 
114 isolados com 60% de similaridade entre si. Este subgrupo (Ib.2) se subdivide em 
Ib.2.1. com 20 isolados apresentando 65% de similaridade entre si e Ib.2.2  composto 
de 94 isolados com 67% similaridade entre si. O grupo Ib.2.2 se subdivide em Ib.2.2.1 
(77 isolados; 69% de similaridade) e Ib.2.2.2 (17 isolados; 74% de similaridade). O 
grupo Ib.2.2.1 é composto dos subgrupos Ib.2.2.1.1 (50 isolados; 74% de similaridade) 
e Ib.2.2.1.2 (27 isolados; 76% de similaridade).  
Devido ao grande polimorfismo observado entre os isolados brasileiros de S. 
schenckii selecionamos 28 isolados do Estado de São Paulo (área: 248.209,426 km2) e 
36 isolados da cidade do Rio de Janeiro (área= 1.182,296 km2) (IBGE, 2009) com o 
94 
 
intuito de verificar se a similaridade genética entre eles é maior devido apresentarem 
origem geográfica mais restrita. Os dendrogramas obtidos estão ilustrados nas figuras 9 
e 10. Os isolados do Estado de São Paulo se agruparam em 2 grupos majoritários. O 
grupo I é composto do subgrupo Ia (18 isolados apresentando 43% de similaridade) e 
Ib (8 isolados com 47% de similaridade); grupo II composto de 2 isolados (Fig. 9). O 
dendrograma obtido da análise dos 36 S. schenckii isolados provenientes da cidade do 
Rio de Janeiro, apresentou a formação de 2 grupos majoritários: grupo I composto de 5 
isolados com 39% de similaridade; grupo II composto de 2 subgrupos: IIa (23 isolados, 
51% de similaridade) e IIb (8 isolados, 61% similaridade) (Fig. 10). 
Estes resultados mostram que apesar dos isolados apresentaram origem 
geográfica próxima, a variabilidade genética é alta entre eles quando analisada por 
RAPD-PCR. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
(http://www.ibge.gov.br/home/geociencias/cartografia/default_territ_area.shtm9/04/2009 17:18h Área 
Territorial Oficial). 
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Figura 8: Relações genéticas entre os isolados brasileiros de S. schenckii. O dendrograma foi elaborado 
utilizando o coeficiente de similaridade obtido por determinação da presença ou ausência de 
bandas dos 151 isolados e baseados no método de UPGMA.  
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Figura 9: Relações genéticas entre os isolados de S. schenckii obtidos do Estado de São Paulo. O 
dendrograma foi elaborado utilizando o coeficiente de similaridade obtido por determinação da 
presença ou ausência de bandas dos 28 isolados e baseados no método de UPGMA.  
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Figura 10: Relações genéticas entre os isolados de S. schenckii obtidos da cidade do Rio de Janeiro. O 
dendrograma foi elaborado utilizando o coeficiente de similaridade obtido por determinação da 
presença ou ausência de bandas dos 36 isolados e baseados no método de UPGMA.  
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Além das características já analisadas (área conidial, termotolerância e 
polimorfismo genético avaliado por RAPD), objetivou-se caracterizar isolados brasileiros 
de S. schenckii sob outros aspectos como: polimorfismo genético das regiões ITS do 
gene ribossomal, produção de proteínas, glicoproteínas, produção de exoenzimas, perfil 
fisiológico e poder patogênico e de virulência. Para isto, dos 151 isolados, 40 isolados 
foram selecionados como representativos do Brasil para os próximos estudos. Os 
isolados foram selecionados de acordo com a origem geográfica, área conidial, % de 
inibição do crescimento a 35 e 37ºC e padrão genotípico obtido por RAPD-PCR (Tabela 
8, a seguir).  
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Tabela 8: Dados dos isolados brasileiros de S. schenckii selecionados para os próximos experimentos. As lacunas preenchidas em cinza 
demonstram quais isolados foram selecionados para os respectivos objetivos.  
Identificação Área Genótipo Polimorfismo por Variabilidade Determinação da Características fisiológicas Patogenicidade e 
do isolado Conidial (area µm
2) 35o C 37o C (RAPD) Southern blot antigênica por SDS Molécula Imunodominante e produção de exoenzimas virulência
Ss-51 F, Pará 2,34 6,93% 33,33% Ib1
Ss-143 L, Pará 2,60 13,16% 19,74% Ib2.2.1.1
Ss-158 L, Amazonas 2,00 18,37% 18,37% Ib2.1
Ss-16 L, Piaui 2,12 34,18% 43,04% Ib2.2.1.2
Ss-40 F, Ceará 1,65 12,84% 61,20% Ib2.1
Ss-42 F, Ceará 1,69 67,49% 68,85% Ia
Ss-135 L, Pernambuco 2,66 60,53% 72,37% Ib2.2.1.1
Ss-137 L, Pernambuco 2,78 47,06% 65,88% Ib1
Ss-138 L, Paraíba 2,58 46,15% 61,54% Ib2.1
Ss-140 L, Paraíba 2,30 50,00% 66,67% Ib2.2.2
Ss-45 L, Goiás 2,10 16,72% 52,90% Ib2.2.1.1
Ss-46 L, Goiás 2,02 30,49% 39,02% II
Ss-47 L, Goiás 1,62 18,43% 76,79% Ib2.2.1.2
Ss-48 L, Goiás 2,58 30,00% 41,43% Ib2.2.1.1
Ss-49 L, Goiás 1,88 65,71% 65,71% Ib2.1
Ss-104 L, Mato-Grosso 2,05 37,84% 59,46% Ib2.2.1.2
Ss-141 L, Distrito Federal 2,54 42,55% 72,34% Ib2.2.1.1
Ss-1 Gato, São Paulo 2,09 24,48% 29,20% Ib1
Ss-6 L, Minas Gerais 4,60 78,38% 83,78% Ib2.1
Ss-14 D, Minas Gerais 2,18 41,94% 41,94% Ib2.2.1.1
Ss-52 F, São Paulo 1,89 31,85% 54,46% Ib2.2.1.1
Ss-58 F, São Paulo 2,10 41,14% 66,67% Ib2.2.1.2
Ss-61 solo, São Paulo 2,60 34,79% 54,12% Ib1
Ss-68 F, Rio de Janeiro 2,20 48,11% 52,83% Ib2.2.1.2
Ss-99 L, Rio de Janeiro 2,11 47,50% 60,00% Ib2.1
Ss-101 L, São Paulo 2,28 41,25% 62,50% Ib2.1
Ss-103 L, São Paulo 2,46 46,07% 65,17% Ib2.2.1.1
Ss-106 L, Minas Gerais 2,32 24,05% 43,04% Ib2.2.2
Ss-111 F, São Paulo 2,08 34,72% 84,72% Ib1
Ss-112 F, São Paulo 2,49 39,39% 79,80% Ib2.2.2
Ss-118 F, São Paulo 2,48 19,75% 35,80% Ib2.2.1.1
Ss-123 F, São Paulo 3,01 77,00% 82,00% Ib1
Ss-126 F, São Paulo 2,58 71,59% 77,27% Ib2.2.1.2
Ss-148 L, São Paulo 2,70 46,88% 65,63% Ib2.1
Ss-3 F, Rio Grande do Sul 2,46 40,91% 53,41% Ib2.2.1.1
Ss-53 Gato, Rio Grande do Sul 2,14 22,15% 36,08% Ib2.2.1.2
Ss-54 Gato, Rio Grande do Sul 5,29 29,29% 60,36% II
Ss-24 F, Paraná 2,08 76,02% 84,96% Ib2.2.1.2
Ss-27 L, Paraná 1,82 41,90% 67,25% Ib2.2.2
Ss-39 F, Paraná 1,59 55,56% 68,89% Ib2.2.1.2
SUL
Termotolerância (% IC) a:
NORTE
NORDESTE
CENTRO-OESTE
SUDESTE
Origem
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4.3.2. Southern blot 
4.3.2.1. Produto de PCR - sonda 
 
O produto de PCR obtido utilizando os primers ITS 1 e ITS 4 do isolado Ss 126, 
apresentou um fragmento de aproximadamente 620 bp (Fig. 11). 
 
Figura 11: Produto de PCR – ITS amplificado do DNA genômico do isolado Ss 126 apresentado em gel 
de agarose 1%. Padrão de peso molecular ɸX174 DNA/Hae III (Invitrogen). 
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O fragmento amplificado utilizado como sonda foi seqüenciado e apresentou a 
seguinte sequência: 
 
5’CCCATATGGTCGACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGATTTCCGTAGGTG
AACCTGCGGAGGGATCATTACAGAGTTTTCACAACTCCCAACCCTTGCGAACCGTA
CCCAATCTCGTTCTCGTTGCTTCTGGCGGGGGGGAGCGGGGGGGCGCCCGACAC
GGCCCCCTCCGCCCCCGCCCGCCAGGGGCGGCGGGCCCTACGAACCTTTGTATC
TCAACCACTAGAAAACCGTCTGAGGAAAAAACAAAATAATCAAAACTTTCAACAACG
GATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGA
ATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGCAT
TCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGC
GCTGGTGTTGGGGCGCCCTCCGCCTGGCGGGGGGCCCCCGAAAGCGAGTGGCG
GGCCCTGTGGATGGCTCCGAGCGCAGTACCGAACGCATGTTCTCCCCTCGCTCCG
GACGCCCCCCAGGCGCCCTGCCGTGAAAACGCGCATGACGCGCAGCTCTTTTTAC
AAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAAGC
GGAGGAATCGAATTCCCGCGGCCGCCATGGCGGCCGGGAGCATGCGACGTCGGG
3’ 
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4.3.2.2.Seleção da enzima de restrição para Southern blot  
4.3.2.2.1. Digestão do DNA genômico e hibridização 
 
O DNA genômico dos isolados Ss 45, Ss 46 e Ss 99 foram digeridos com as 
enzimas BSH 1236I, HAE III, Mnl I e APAI e submetidos à eletroforese em gel de 
agarose 0,8% gerando fragmentos do DNA (Fig. 12A). 
O DNA genômico dos 3 isolados digeridos com a enzima BSH 1236I não 
apresentaram resultados satisfatórios, pois os DNAs dos isolados Ss 45 e 46 não 
hibridizaram e o DNA do isolado Ss 99 apresentou uma mancha, aparentando ligação 
inespecífica. Quando a sonda foi hibridizada com os DNAs digeridos com HAEIII foi 
possível observar a formação de somente um tipo de banda, comum entre os 3 
isolados, sendo esta banda de baixo peso. A sonda hibridizada com os DNAs digeridos 
com MnlI gerou dois tipos de banda com tamanhos muito parecidos, sendo a mais alta 
comum 302,4 bp entre Ss 45 e Ss 46 e a banda de peso menor 220,9 bp, pertencente 
ao isolado Ss 99. Apesar desta pequena diferença, a enzima MnlI não foi informativa 
como ocorreu com BSH 1236I e HAE III. A enzima APA I foi a que se mostrou mais 
informativa já que gerou dois perfis: Ss 99 apresentou as bandas de 3849,81 bp e 
1548,38 bp e Ss 45, Ss 46 apresentaram as bandas de 1755,65 bp e 1548,38 bp. De 
acordo com estes resultados, a enzima de escolha para o estudo do polimorfismo dos 
isolados brasileiros foi a APAI (Fig. 12B). 
103 
 
 
Figura 12: (A) Digestão do DNA genômico de 3 isolados de S. schenckii (Ss  45, Ss 46, Ss 99) com 
diferentes enzimas, apresentadas em gel de agarose 0,8%. Padrão de peso molecular lambda 
DNA/HindIII Invitrogen. (B) Perfis de restrição do DNA genômico dos mesmos isolados de S. 
schenckii digeridos com diferentes enzimas e hibridizados com a sonda ITS.  
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4.3.2.3. Características genéticas dos isolados de S. schenckii 
representativos do Brasil analisado por Southern blot – (enzima APA I x sonda 
ITS) 
4.3.2.3.1. Digestão do DNA genômico 
O DNA genômico de cada isolado foi digerido com a enzima APAI e submetido à 
eletroforese em gel de agarose 0,8% gerando os fragmentos do DNA (Fig. 13 A e B 
digestão).  
 
Figura 13 A e B: Digestão do DNA genômico dos isolados de S. schenckii com a enzima APAI 
apresentadas em gel de agarose 0,8%. Padrão de peso molecular lambda 
DNA/HindIII (Invitrogen). 
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4.3.2.3.2. DNA genômico digerido e hibridizado com a sonda ITS. 
 
O DNA genômico de 28 isolados representativos do Brasil, digeridos com APAI e 
hibridizados com a sonda ITS geraram três perfis. O primeiro perfil observado em 8 
isolados (Ss54, Ss 104, Ss 49, Ss 99, Ss 68, Ss 52, Ss 148, Ss 53) é composto das 
bandas de 3849,81 bp e 1548,38 bp; o segundo perfil foi observado em 19 isolados (Ss 
03, Ss 39, Ss 126, Ss 61, Ss 47, Ss 141, Ss 140, Ss 16, Ss 40, Ss 158, Ss 143, Ss 51, 
Ss 135, Ss 138, Ss 42, Ss 45, Ss 46, Ss 48, Ss 106) sendo composto das bandas de 
1755,65 bp e 1548,38 bp; o terceiro perfil foi observado somente em um isolado (Ss 06) 
composto de 6 fragmentos com tamanho 13103,88 bp, 8989,17 bp, 7215,06 bp, 
6363,26 bp, 5107,40 bp, 4504,43 bp (Fig. 14). O perfil 1 foi apresentado por isolados do 
Sul (sendo os dois isolados obtidos de felinos), Sudeste, Centro-Oeste; o perfil 2 por 
isolados Sul, Sudeste, Centro-Oeste, Nordeste e Norte; o perfil 3, por um isolado do 
Sudeste. 
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Figura 14: Perfis de restrição do DNA genômico de 28 isolados de S. schenckii digeridos com a enzima 
APA I e marcada com a sonda ITS.  
 
4.4. Perfil protéico/glicoprotéico dos exoantígenos de isolados brasileiros de S. 
schenckii obtidos em diferentes meios de cultura 
 
Houve grande variabilidade na secreção protéica entre os 13 isolados das 
diferentes regiões do país. Os perfis protéicos dos 13 isolados brasileiros obtidos em 
meios Sabouraud, Meio mínimo e meio 199, analisados por SDS-PAGE, apresentaram 
diversas frações que variaram em número e intensidade de acordo com o isolado. Em 
relação aos exoantígenos obtidos em meio Sabouraud, a molécula de 46 kDa foi 
secretada por 12 dos 13 isolados, variando em intensidade de acordo com o isolado. A 
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fração de 74 kDa foi secretada por 8 dos 13 isolados, também variando em intensidade 
de acordo com o isolado. Sete isolados secretaram intensamente a molécula de 38 kDa 
e quatro a secretaram, porém em menor intensidade. Oito isolados secretaram a 
molécula de 54 kDa. Nos exoantígenos obtidos em meio mínimo, a fração de 80 kDa foi 
secretada por todos os isolados e a de 46 kDa foi secretada por 12 isolados. Quatro 
isolados secretaram intensamente a molécula de 58 KDa e de 39 kDa. Em relação aos 
exoantígenos obtidos em meio M199, as moléculas de 76 e 46 kDa foram observadas 
em todos os exoantígenos, variando em intensidade. Seis isolados secretaram 
intensamente a molécula de 33 kDa. Os dendrogramas elaborados a partir dos perfis 
protéicos/ glicoprotéicos mostram que existe alta variabilidade de secreção de proteínas 
entre os isolados (Fig. 15 A, B, C). 
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Figura 15: SDS-PAGE dos exoantígenos dos 13 isolados brasileiros de S. schenckii obtidos em meio 
Sabouraud (A), meio mínimo (B) e M199 (C). À direita, seus respectivos dendrogramas. MW = 
molecular weight ladder (Peso molecular).  
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Quando analisamos a secreção de proteínas pelos 10 isolados do Estado de São 
Paulo, em meio Sabouraud, as frações de 53 kDa e 38 kDa foram secretadas 
intensamente por 8 dos 10 isolados e a fração de 45 kDa foi secretada em menor 
intensidade por nove isolados. Em meio mínimo, a molécula de 40 kDa e a de 54 kDa 
foi secretada por 7 e 4 isolados, respectivamente. Nove isolados secretaram a molécula 
de 80 kDa. Em meio M199, muitas moléculas foram secretadas, sendo a fração de 45 
kDa e a de 98 kDa, secretadas por 9 isolados. Os dendrogramas elaborados a partir 
dos perfis protéicos/ glicoprotéicos destes isolados também mostraram variabilidade de 
secreção de proteínas entre eles, mesmo sendo isolados de origem geográfica mais 
próxima (Fig. 16 A, B, C). 
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Figura 16: SDS-PAGE dos exoantígenos dos 10 isolados de S. schenckii do estado de São Paulo 
obtidos em meio Sabouraud (A), meio mínimo (B) e M199 (C). À direita, seus respectivos 
dendrogramas. MW = molecular weight ladder (Peso molecular). 
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4.5. Fatores de virulência   
4.5.1. Produção de exoenzimas: Urease, DNAse, proteinase, caseinase e 
gelatinase. 
 
Em relação às enzimas testadas e consideradas fatores de virulência, todos os 
isolados apresentaram atividade das enzimas urease e DNAse (Fig. 17). Somente três 
isolados (15,78%) produziram gelatinase (Ss 158, Ss 06 e Ss 126) (Fig. 17). 
Cinco isolados (26,31%) são produtores de proteinase (PZ): Ss 140 (PZ =0,55), 
Ss 51 (PZ =0,68), Ss 126 (PZ =0,78) Ss 137 (PZ =0,85) e Ss 16 (PZ =0,88) (Tabela 9 e 
Fig. 17). O isolado Ss 140 apresentou intensa atividade da proteinase em relação aos 
outros isolados positivos.  
Quatro isolados (21,05%) são produtores de caseinase (CZ): Ss 158 (CZ = 
0,75), Ss 141 (CZ = 0,87), Ss 126 (CZ = 0,87) e Ss 61 (CZ = 0,89) (Tabela 10 e Fig. 
17). Entre os isolados produtores, apesar de positivos para a enzima, não 
apresentaram atividade intensa da mesma (quando CZ < 0,64). 
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Tabela 9: Valores obtidos do ensaio de atividade da enzima proteinase em isolados brasileiros de S. schenckii. 
Proteinase
Origem Média Média do PZ
do  tamanho da tamanho da
humana ou animal Placa 1 Placa 2 Placa 1 Placa 2 colônia Colônia + halo
Ss 51 F 3,00 3,50 4,50 5,00 3,25 4,75 0,68
Ss 143 L 3,50 3,00 3,50 3,00 3,25 3,25 1,00
Ss 158 L 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 1,00
Ss 16 L 3,20 3,20 3,60 3,70 3,20 3,65 0,88
Ss 40 F 3,70 3,80 3,70 3,80 3,75 3,75 1,00
Ss 137 L 3,00 3,20 3,60 3,70 3,10 3,65 0,85
Ss 140 L 3,00 2,50 5,00 5,00 2,75 5,00 0,55
Ss 47 L 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50 1,00
Ss 49 L 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50 1,00
Ss 104 L 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50 1,00
Ss 141 L 3,50 3,50 3,50 3,50 3,50 3,50 1,00
Ss 61 Solo 2,50 3,00 2,50 3,00 2,75 2,75 1,00
Ss 126 F 3,30 2,70 4,40 3,30 3,00 3,85 0,78
Ss 99 L 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 1,00
Ss 06 L 2,70 3,00 2,70 3,00 2,85 2,85 1,00
Ss 03 F 4,00 3,50 4,00 3,50 3,75 3,75 1,00
Ss 54 GATO 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 1,00
Ss 24 F 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 1,00
Ss 39 F 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 1,00
Sul
em mm em mm
Nordeste
Centro-Oeste
Norte
Isolado Origem geográfica
Tamanho da colônia Tamanho da colônia  +  tamanho do halo
Sudeste
 
 
L = forma humana linfocutânea, F = forma humana fixa, DP = Desvio padrão. 
PZ (Atividade da proteinase) = média do tamanho da colônia/ média do tamanho da colônia + halo 
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Tabela 10: Valores obtidos do ensaio de atividade da enzima caseinase dos isolados brasileiros de S. schenckii. 
Caseinase
Origem Média Média do CZ
do  tamanho da tamanho da
humana ou animal Placa 1 Placa 2 Placa 1 Placa 2 colônia Colônia + halo
Ss 51 F 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50 1,00
Ss 143 L 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 1,00
Ss 158 L 2,50 2,00 3,00 3,00 2,25 3,00 0,75
Ss 16 L 2,80 2,80 2,80 2,80 2,80 2,80 1,00
Ss 40 F 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 1,00
Ss 137 L 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50 1,00
Ss 140 L 2,40 2,40 2,40 2,40 2,40 2,40 1,00
Ss 47 L 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50 2,50 1,00
Ss 49 L 2,60 2,60 2,60 2,60 2,60 2,60 1,00
Ss 104 L 2,60 2,60 2,60 2,60 2,60 2,60 1,00
Ss 141 L 3,00 3,50 3,50 4,00 3,25 3,75 0,87
Ss 61 Solo 2,00 2,20 2,20 2,50 2,10 2,35 0,89
Ss 126 F 3,00 3,50 3,50 4,00 3,25 3,75 0,87
Ss 99 L 2,60 2,60 2,60 2,60 2,60 2,60 1,00
Ss 06 L 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 1,00
Ss 03 F 2,60 2,60 2,60 2,60 2,60 2,60 1,00
Ss 54 GATO 2,80 2,80 2,80 2,80 2,80 2,80 1,00
Ss 24 F 2,60 2,60 2,60 2,60 2,60 2,60 1,00
Ss 39 F 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 1,00
em mm em mm
Norte
Sudeste
Nordeste
Centro-Oeste
Sul
Origem geográfica
Tamanho da colônia Tamanho da colônia  +  tamanho do halo
Isolado
 
 
L = forma humana linfocutânea, F = forma humana fixa, DP = Desvio padrão. 
CZ (Atividade da caseinase) = média do tamanho da colônia/ média do tamanho da colônia + halo 
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Dos 19 isolados analisados, 14 isolados foram produtores apenas de 2 das 5 
enzimas pesquisadas (DNAse e urease). Quatro isolados foram produtores de três 
enzimas (DNAse, urease e caseinase ou proteinase ou gelatinase) sendo Ss 51 e Ss 16 
produtores de DNAse, urease e proteinase;  Ss 141 produtor de DNAse, urease  e 
caseinase; Ss 06 produtor de DNAse, urease  e gelatinase; e somente o isolado Ss 126 
produtor das cinco enzimas testadas – DNAse, urease, gelatinase, caseinase e 
proteinase.  
 
 
 
Figura 17: Porcentagem de isolados brasileiros de S. schenckii produtores das enzimas urease, DNAse, 
gelatinase, caseinase e proteinase consideradas fatores de virulência para microrganismos. 
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4.6. Comportamento fisiológico dos isolados brasileiros de S. schenckii   
4.6.1. Osmofilia 
 
Os isolados foram estudados quanto ao poder de crescimento suportando 
diferentes pressões osmóticas (concentrações de glicerol a 16,6%, 20%, 23% e 28,5%). 
A 16,6% todos os isolados conseguiram crescer, porém somente 89,47% (17 isolados) 
dos isolados foram capazes de crescer na concentração de 20% de glicerol. Os 
isolados Ss 104 e Ss 99 foram inibidos nesta pressão osmótica. Todos os isolados 
foram totalmente inibidos nas concentrações 23% e 28,5 % de glicerol (Fig. 18). 
 
Figura 18: Porcentagem de isolados brasileiros de S. schenckii que crescem em diferentes pressões 
osmóticas (16,6; 20; 23 e 28,5 % de glicerol).  
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4.6.2. Halofilia 
 
Quanto à tolerância ao crescimento em ambiente rico em sal, os isolados foram 
avaliados em diferentes concentrações de NaCl (6%, 8%, 9%, 10% e 12%). Todos os 
isolados cresceram nas concentrações de 6% e 8%. Oito isolados (42,10%) - Ss 158, 
Ss 16, Ss 40, Ss 140, Ss 47, Ss 61, Ss 126 e Ss 39 - foram capazes de crescer em 
concentrações de 9% e 10% de NaCl. Nenhum isolado cresceu na concentração de 
12% de NaCl (Fig. 19). 
 
Figura 19: Porcentagem de isolados brasileiros de S. schenckii que crescem em diferentes graus de 
halofilia (6%, 8%, 9%, 10% e 12 % de NaCl).  
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4.6.3. Tolerância ao pH 
  
 A tolerância ao pH foi testada utilizando meios de cultura PDA com os seguintes 
pHs: 2,2,  4,0, 12,0, 12,5 e 13,0. Todos os isolados cresceram em pH  2,2,  4,0,  12,0 e 
12,5,  mas nenhum foi capaz de crescer em pH 13,0 (Fig. 20). 
 
 
Figura 20: Porcentagem de isolados brasileiros de S. schenckii que crescem em meios de cultura com 
diferentes pHs (2,2; 4,0; 12,0; 12,5 e 13,0). 
 
4.7. Teste de patogenicidade e virulência dos isolados de S. schenckii 
 
  Dez isolados de S. schenckii oriundos das diferentes regiões geográficas do 
Brasil foram estudados quanto ao seu poder de colonização e disseminação para os 
órgãos fígado, baço e pulmões em camundongos Balb/C.  
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Os isolados Ss 143, Ss 141, Ss 06 e Ss 39 não foram capazes de colonizar 
nenhum dos órgãos avaliados dos animais infectados. Ss 126 e Ss 47 colonizaram os 
pulmões e o baço dos animais infectados e os   isolados  Ss 51, Ss 16, Ss 40 e Ss 54  
colonizaram pulmões, baço e fígado (Fig. 21, Tabela 11). 
 
 
Figura 21: Resultados do estudo da patogenicidade de isolados brasileiros de S. schenckii obtidos em 
camundongos Balb/C. As barras representam as médias de UFC/g recuperadas dos órgãos 
de cinco camundongos e a barras delgadas representam o desvio padrão. Identificação dos 
isolados e origem clínica (L = forma linfocutânea e F = forma fixa) ou animal: Ss 143 (L), Ss 51 
(F), Ss 16 (L), Ss 40 (F), Ss 47 (L), Ss 141 (L), Ss 126 (F), Ss 06 (L), Ss 39 (F) e Ss 54 
(GATO). 
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Quanto à análise estatística, a tabela 11 mostra a média e o desvio padrão das 
UFCs de cada órgão dos cinco camundongos inoculados com cada isolado e as 
possíveis diferenças estatisticamente significante entre eles. A tabela 11 pode ser 
interpretada conforme descrito a seguir: Quanto à colonização dos pulmões, o isolado 
Ss 47 é estatisticamente diferente dos isolados Ss 16 e Ss 40. O isolado Ss126 é 
diferente dos isolados Ss 16, Ss 40, Ss 51 e Ss 54. O isolado Ss 54 é diferente dos 
isolados Ss 16, Ss 40, Ss 47, Ss 51 e Ss 126. Quanto à colonização do baço, o isolado 
Ss 51 apresentou diferença estatisticamente significante do isolado Ss 47. O isolado Ss 
47 apresentou diferença estatisticamente significante dos isolados Ss 16 e Ss 40. O 
isolado Ss 126 apresentou diferença estatisticamente significante dos isolados Ss 16, 
Ss 40, Ss 51 e Ss 54. O isolado Ss 54 foi diferente estatisticamente dos isolados Ss 16, 
Ss 40, Ss 47 e Ss 126. Em relação à colonização do fígado, os isolados Ss 51, Ss 40 e 
Ss 54 apresentaram diferenças estatisticamente significantes em relação ao isolado Ss 
16. Estes resultados demonstram que apesar dos isolados em questão apresentarem a 
capacidade de colonizar o órgão, o poder patogênico entre eles é muito diferente.  
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Tabela 11: Média e desvio padrão das UFCs recuperadas dos órgãos dos camundongos infectados 
experimentalmente com isolados de S. schenckii e resultados da análise estatística dos 
dados. 
 
Isolado Baço Fígado Pulmões 
Ss 51 4306.03±1922.16
c 
1237.92±335.87
a 
11176.53±2894.85 
Ss 143 0±0 0±0 0±0 
Ss 16 2651.47±1291.06 2116.7±511.26 6696.45±182.39 
Ss 40 2811.59±1010.19 1112.31±148.19
a 
9817.89±2173.32 
Ss 141 0±0 0±0 0±0 
Ss 47 10848.4±3256.68
a,b 
0±0 16421.6±1040.33
a,b 
Ss 06 0±0 0±0 0±0 
Ss 126 11892.57±4237.75
a,b,d,e 
0±0 19675.56±1884.9
a,b,d,e 
Ss 54 31499.2±4709.44
a,b,c 
1174.32±499.18
a 
27009.5±5336.33
a,b,c,d 
Ss 39 0±0 0±0 0±0 
Dados apresentados na forma de média±desvio padrão. 
a significativamente diferente de Ss 16 
b significativamente diferente de Ss 40 
c significativamente diferente de Ss 47 
d significativamente diferente de Ss 51 
e significativamente diferente de Ss 54 
 
A colonização total dos órgãos dos animais infectados pelos isolados foi obtida 
somando-se as UFCs do baço, fígado e pulmões. O isolado Ss 54 foi considerado 
altamente patogênico. Os isolados Ss 126 e Ss 47, medianamente patogênicos. Os 
isolados Ss 51, 16 e 40 de baixa patogenicidade. Os isolados Ss 143, Ss 141, Ss 06 e 
Ss 39 foram considerados não patogênicos no modelo murino utilizado pois não 
colonizaram nenhum órgão (tabela 12, Fig. 22).   
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Figura 22: Resultados do estudo da patogenicidade de isolados brasileiros de S. schenckii analisados 
em camundongos Balb/C. As barras representam a soma de UFC/g dos órgãos baço, fígado e 
pulmões representados na figura 21. Identificação dos isolados e origem clínica (L = forma 
linfocutânea e F = forma fixa) ou animal: Ss 143 (L), Ss 51 (F), Ss 16 (L), Ss 40 (F), Ss 47 (L), 
Ss 141 (L), Ss 126 (F), Ss 06 (L), Ss 39 (F) e Ss 54 (GATO). 
 
4.7.1. Ensaio de sobrevivência 
 
Os isolados foram avaliados quanto ao poder de levar os animais infectados à 
morte. Os isolados Ss 143, Ss 47, Ss 06 e Ss 39 não levaram os animais à morte no 
período observado. Os isolados Ss 51, Ss 16, e Ss 126 levaram os animais à morte 
entre a 2ª e 6ª  semana de infecção. O isolado Ss 141 levou os camundongos à morte 
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entre a 11ª  e 13ª semana de infecção. Os isolados Ss 40 e Ss 54 levaram os animais à 
morte no início da infecção, na 2ª semana (Fig. 23). 
De acordo com a análise estatística é possível determinar três perfis de 
virulência distintos: perfil avirulento representado pelos isolados Ss 143, Ss 47, Ss 39 e 
Ss 06; perfil medianamente virulento representado pelos isolados Ss 51, Ss 16, Ss 126 
e Ss 141 e perfil altamente virulento representado pelos isolados Ss 40 e Ss 54. 
Aparentemente, o perfil de virulência do isolado Ss 141 seria diferente dos isolados Ss 
51, Ss 16 e Ss 126 porém estatisticamente, não há diferença devido ao número de 
animais utilizados (n = 10/grupo). 
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Figura 23: Curvas de sobrevivência dos camundongos Balb/C infectados com 10 isolados de S. 
schenckii. Os números à direita identificam os isolados. 
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Tabela 12: Classificação do grau de patogenicidade dos isolados analisados de acordo com a soma das 
UFCs dos órgãos baço, fígado e pulmões (em 5 semanas de infecção) e virulência baseado 
no tempo de sobrevida à infecção em camundongos Balb/C infectados experimentalmente.  
 
 Grau de virulência  
 Alto Médio Baixo Ausência de virulência 
Colonização 
dos órgãos 
Ss 54 Ss 47, Ss126 
Ss 51,Ss 16, 
Ss 40 
Ss 143,Ss 141, Ss 06, Ss 39 
Indução à 
morte 
Ss 54, 
Ss 40 
Ss 51, Ss 126, 
Ss 16, Ss 141 
- Ss 143, Ss 47, Ss 06, Ss 39 
 
4.8. Western blot dos soros dos camundongos infectados experimentalmente 
4.8.1. Perfil protéico/glicoprotéico dos exoantígenos obtidos de isolados 
brasileiros de S. schenckii 
 
Os perfis protéicos/glicoprotéicos dos exoantígenos dos 10 isolados de S. 
schenckii, obtidos em meio de Sabouraud, variaram entre os isolados (Fig. 24 A e B), 
porém as moléculas de 45 e 60 kDa  foram produzidas por todos (Fig. 24 A e B – 
destaque). A molécula de 87 kDa foi secretada por 7 dos 10 isolados. Não detectamos 
a presença desta molécula em preparações de exoantígeno dos isolados Ss 40, Ss 141 
e Ss 39. 
Alguns isolados, apesar de produzirem várias moléculas, secretam algumas delas 
em maior quantidade. O isolado Ss 16 secreta majoritariamente as moléculas de 60 e 
45 kDa. Os isolados Ss 141 e Ss 51 secretam majoritariamente a molécula de 60 kDa.  
Os isolados Ss 39 e Ss 54 secretam intensamente a molécula de 38 kDa. O isolado Ss 
40 secreta majoritariamente as moléculas de 60 e 80 kDa. O isolado Ss 47 secreta  
principalmente a molécula de 45 kDa, enquanto o isolado Ss 06 secreta as moléculas 
de 60 e 40 kDa em maior quantidade (Fig. 24 A e B). 
125 
 
 
Figura 24 A e B: Perfil protéico/glicoprotéico dos exoantígenos obtidos em meio de Sabouraud dos 10 
isolados brasileiros de S. schenckii oriundos de diferentes regiões geográficas do Brasil, 
selecionados para o estudo de patogenicidade e virulência. PM = Peso Molecular 
(Invitrogen-BenchMark Protein Ladder). Os nº
s
 representam os isolados. 
 
Os exoantígenos dos isolados foram utilizados para verificar a resposta imune 
humoral dos camundongos infectados experimentalmente com os mesmos. A resposta 
imune humoral dos camundongos Balb/C infectados com os diferentes isolados de S. 
schenckii variou, pois diversas moléculas presentes nos exoantígenos foram 
reconhecidas por estes antisoros. O antisoro do isolado Ss 143 reconheceu a molécula 
de 75kDa e o antisoro do isolado Ss 16 reconheceu as moléculas 87 kDa, 60 kDa, 45 
kDa e 30 kDa. As moléculas de 80 kDa, 60 kDa e 45 kDa foram reconhecidas pelos 
antisoros do isolado Ss 40. O antisoro do isolado Ss 141 reconheceu somente a 
molécula de 60 kDa e o antisoro do isolado Ss 47 somente a molécula de 45kDa. O 
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antisoro do isolado Ss 126 reconheceu as moléculas de 90 kDa, 60 kDa e 38 kDa. O 
antisoro do isolado Ss 54 reconheceu as moléculas de 80 kDa, 60 kDa e 30 kDa. Os 
antisoros dos isolados Ss 06, Ss 39 e Ss 51 não reconheceram nenhuma molécula 
presente no exoantígeno. A molécula de 60 kDa foi reconhecida por 5 antisoros 
diferentes (Fig. 25). 
 Ss143 Ss 51 Ss 16 Ss 40 Ss141 Ss 47 Ss 06 Ss126 Ss 39 Ss 54 
160kDa           
130kDa           
120kDa           
110kDa           
90 kDa        X   
87 kDa   X        
80 kDa    X      X 
75 kDa X          
70 kDa           
60 kDa   X X X   X  X 
50kDa           
45 kDa   X X  X     
40 kDa           
38 kDa        X   
35 kDa           
30 kDa   X       X 
 
Figura 25: Proteínas/glicoproteínas (lacunas em cinza) detectadas em exoantígenos obtidos dos isolados 
brasileiros de S. schenckii (correspondente à figura 24) e perfil de reconhecimento (X) destas 
moléculas pelos antisoros dos camundongos infectados experimentalmente, por meio da 
técnica de Western blot.  
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A tabela 13 a seguir, ilustra as características gerais obtidas neste estudo dos 10 
isolados avaliados quanto sua patogenicidade e virulência. Nota-se que o isolado Ss 54 
obtido de gato, em relação aos outros isolados, apresenta genótipo diferenciado 
(determinado por RAPD e Southern blot), área conidial maior e alta patogenicidade in 
vivo mesmo expressando somente DNAse e Urease como todos os outros isolados 
(sem expressar outras exoenzimas avaliadas). Este isolado foi o único a ser classificado 
como altamente patogênico e virulento. 
 A tabela 14 (pág 129) representam panorâmica geral dos isolados caracterizados 
neste estudo. 
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Tabela 13: Características dos isolados de S. schenckii selecionados para o estudo de patogenicidade e virulência. Destaque (em vermelho) para as características diferenciadas do isolado em relação aos outros. 
 
 
Tabela 13: Características dos isolados de S. schenckii selecionados para o estudo de patogenicidade e virulência. Destaque (em vermelho) para as características diferenciadas do isolado em relação aos outros.
Identificação Área Genótipo Southern blot Halofilia Osmofilia Exoenzimas Moléculas expressas Moléculas reconhecidas
do isolado Conidial (area µm
2) 35o C 37o C (RAPD) Genótipo toleram até toleram até DNASE e UREASE em Sab (em kDa)  por soros de camundongos (em kDa)
Ss-51 F, Pará 2,34 6,93% 33,33% Ib1 genótipo 2 8% 20% + + - - baixo médio 87, 75, 60, 50, 45, 40 nenhuma
Ss-143 L, Pará 2,60 13,16% 19,74% Ib2.2.1.1 genótipo 2 8% 20% + - - - - - 160, 120, 87, 75, 60, 45, 35 75
Ss-16 L, Piaui 2,12 34,18% 43,04% Ib2.2.1.2 genótipo 2 10% 20% + + - - baixo médio 87, 75, 60, 50, 45, 40, 35, 30 87, 60, 45, 30
Ss-40 F, Ceará 1,65 12,84% 61,20% Ib2.1 genótipo 2 10% 20% + - - - baixo alto 80, 60, 50, 45, 38 80, 60, 45
Ss-47 L, Goiás 1,62 18,43% 76,79% Ib2.2.1.2 genótipo 2 10% 20% + - - - médio - 160, 120, 87, 60, 50, 45 45
Ss-141 L, Distrito Federal 2,54 42,55% 72,34% Ib2.2.1.1 genótipo 2 8% 20% + - + - - médio 90, 80, 60, 50, 45, 40, 35 60
Ss-6 L, Minas Gerais 4,60 78,38% 83,78% Ib2.1 genótipo 3 8% 20% + - - + - - 160, 120, 87, 60, 45, 40 nenhuma
Ss-126 F, São Paulo 2,58 71,59% 77,27% Ib2.2.1.2 genótipo 2 10% 20% + + + + médio médio 130, 90, 87, 60, 45, 38 90, 60, 38
Ss-54 Gato, Rio Grande do Sul 5,29 29,29% 60,36% II genótipo 1 8% 20% + - - - alto alto 110, 87, 80, 60, 45, 40, 38, 30 80, 60, 30
Ss-39 F, Paraná 1,59 55,56% 68,89% Ib2.2.1.2 genótipo 2 10% 20% + - - - - - 80, 60, 45, 38 nenhuma
Indução à morte
NORTE
NORDESTE
Origem
Termotolerância (% IC) a:
Proteinase Caseinase Gelatinase Colonização dos orgãos
CENTRO-OESTE
SUDESTE
SUL
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4.9. Determinação da molécula imunodominante de S. schenckii na resposta 
imune humoral de pacientes com esporotricose por meio da técnica de Western 
Blot. 
4.9.1. Exoantígeno dos isolados selecionados  
 
Os nove isolados selecionados para este objetivo foram primeiramente avaliados 
quando à secreção de proteínas/glicoproteínas. Diversas moléculas foram secretadas, 
sendo a molécula de 70 kDa secretada por todos isolados e a de 38 kDa por 8 isolados 
com diferentes intensidades. As moléculas de 22 kDa, 30 kDa e 50 kDa foram 
secretadas por vários isolados porém em baixa quantidade (Fig. 26 A e B).  
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Figura 26 A e B: Perfil protéico/glicoprotéico dos exoantígenos obtidos em meio de Sabouraud dos nove 
isolados brasileiros de S. schenckii oriundos de diferentes regiões geográficas, 
selecionados para a realização do Western blot com soro de pacientes com 
esporotricose. PM = Padrão de Peso Molecular (Invitrogen-BenchMark Protein Ladder).  
 
4.9.2. Western blot com soros de pacientes com esporotricose versus  
exoantígenos de diferentes isolados de S. schenckii 
 
O “pool” de soros de pacientes com esporotricose forma fixa e “pool” de soros de 
pacientes com esporotricose com a forma linfocutânea reconheceram diversas 
moléculas presentes nos diferentes exoantígenos. O reconhecimento das moléculas foi 
o mesmo, independente da forma clínica da doença. A molécula de 70 kDa presente 
nos diferentes exoantígenos foram reconhecidas pelos soros das duas formas clínicas 
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da doença. A molécula de 38 kDa foi reconhecida pelo “pool” da duas formas clínicas 
em seis exoantígenos. Somente a molécula de 38 kDa secretada pelo isolado Ss54 
apresentou diferença no reconhecimento pelo “pool” de soros, sendo fortemente 
reconhecida pelo pool de soros da forma linfocutânea e fracamente reconhecida pelo 
pool de soros da forma fixa. Outras moléculas de alto peso molecular (maior de 80 kDa) 
apresentaram forte reação com o pool de soros das duas formas clínicas. A molécula 
de 60 kDa presente em alguns exoantígenos também foi reconhecida pelos dois “pools” 
de soros, porém a molécula comumente reconhecida é de 70 kDa e a de 38 kDa é a 
segunda mais reconhecida  (Fig. 27 A e B). 
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Figura 27 A e B: Reconhecimento das moléculas antigênicas pelos “pools” de soros de pacientes com 
esporotricose forma fixa (A) e esporotricose forma linfocutânea (B), por meio da técnica 
de Western blot. Os números representam os exoantígenos de cada isolado.  
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4.10. Antígenos de S. schenckii para os ensaios de ELISA ou HTT 
4.10.1. Exoantígeno do isolado Ss 118  
 
Através da análise do exoantígeno do isolado Ss 118, obtido em caldo 
Sabouraud, foi possível observar que o isolado secreta em maior intensidade as 
moléculas de 75 kDa, 60 kDa e 50 kDa, seguida das moléculas de 160 kDa,  38 kDa e 
30 kDa (Fig. 28). Este antígeno de S. schenckii foi utilizado para o teste de ELISA. 
 
 
Figura 28: Perfil protéico/glicoprotéico do exoantígeno do isolado Ss 118 obtido em meio de Sabouraud 
PM = Peso Molecular (Invitrogen-BenchMark Protein Ladder).  
 
4.10.2. Molécula purificada SsCBF  
 
A fração purificada SsCBF foi obtida do isolado (1099-18) (procedência: New 
York, USA). Este isolado foi escolhido devido a fração SsCBF obtida deste isolado já ter 
135 
 
sido avaliada quanto à sua aplicabilidade em teste de ELISA (Bernardes-Engemann et 
al., 2009). A fração SsCBF foi utilizada para os testes de ELISA e HTT.  
 
4.10.3. Molécula de 38 kDa 
 
A molécula de 38 kDa foi purificada primeiramente em coluna Sephadex G50 a 
partir de exoantígenos do isolado Ss 54 produzido em meio caldo Sabouraud. Durante 
o processo de eluição, 35 frações foram coletadas da coluna. Nas soluções dos 
primeiros tubos coletados, a molécula de interesse foi obtida na presença de outras 
moléculas. A molécula estava totalmente purificada somente nas frações 8, 9 e 10. Da 
fração 11 a 17, a molécula de 38 kDa foi obtida, porém na presença de pigmento do 
meio de cultura (Fig. 29). 
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Figura 29: Representação do cromatograma obtido em coluna Sephadex G-50. Os números representam 
algumas das frações coletadas durante o processo de purificação. 
 
As frações 1 a 7, 8 a 10 e 11 a 17 foram misturadas, dialisadas e liofilizadas. As 
três amostras foram dosadas quanto ao teor protéico. A amostra da “fração 8-10” foi 
submetida à eletroforese em gel de SDS-PAGE para verificação de sua pureza (Fig. 30) 
e as outras foram submetidas a outro método de purificação.  
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Figura 30: SDS-PAGE do exoantígeno de Ss 54 obtido em caldo Sabouraud (1) e molécula de 38 kDa 
(2) purificada a partir desse exoantígeno. PM = Padrão de peso Molecular (Invitrogen-
BenchMark Protein Ladder).  
 
A fração 1-7 foi submetida à purificação na coluna Hitrap Q que apresentou dois 
comportamentos durante a purificação. Uma parte da molécula purificada não se ligou à 
coluna, podendo ser observada no fluido obtido da coluna antes da eluição. A outra 
parte da molécula purificada ficou retida à coluna sendo obtida somente após 
passagem do cloreto de sódio. Esta purificação demonstrou que a molécula em questão 
pode apresentar duas formas, sendo uma mais negativa (fração retida à coluna) que a 
outra (fração que não se ligou à coluna). A fração 11-17 foi submetida à purificação na 
coluna MonoQ que apresentou somente um  comportamento durante a purificação. A 
molécula purificada ficou retida à coluna sendo obtida somente após passagem cloreto 
de sódio. A molécula obtida através da coluna Mono Q apresentou o mesmo 
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comportamento da fração mais negativa (fração retida à coluna) da coluna HitrapQ, 
supondo assim que são moléculas com a mesma forma. Devido à variedade de 
comportamento da molécula encontrada durante a purificação em coluna HitrapQ, 
decidimos utilizar a molécula de 38 kDa presente na  fração 8-10  da coluna Sephadex 
G-50 para os próximos ensaios. 
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4.11. Padronização do teste de ELISA para diagnóstico de esporotricose em gatos   
Tabela 15: Dados dos soros provenientes de gatos com esporotricose comprovada utilizados para o 
teste de ELISA e as densidades óticas (D.O.) obtidas com os três tipos de antígenos. As  
D.O.s obtidas com soros diluídos a 1:800 (para ELISA com antígenos bruto e SsCBF) e a 
1:200 (para ELISA com antígeno 38 kDa). DP = desvio padrão. 
(continua) 
 Soros de gatos com esporotricose comprovada   
    Soros Tempo de evolução 
da doença 
(em semanas) 
    Antígenos    
Identificação 
Número de 
lesões  Bruto SsCBF 38 kDa 
1 4 L3 1,892 0,578 0,648 
2 16 L3 2,499 0,658 0,131 
3 5 L3 2,289 1,816 0,737 
4 12 L3 2,181 1,691 0,588 
5 5 L3 2,193 0,888 0,473 
6 8 L3 1,003 1,417 0,582 
7 8 L3 2,314 2,316 0,651 
8 6 L1 1,710 1,204 0,344 
9 4 L3 1,305 2,290 0,525 
10 12 L3 1,733 0,699 0,545 
11 2 L2 2,156 2,258 0,387 
12 8 L2 0,568 0,314 0,553 
13 4 L3 1,584 1,962 0,252 
14 4 L3 2,199 1,232 0,658 
15 6 L3 2,254 1,587 0,065 
16 16 L3 2,306 1,738 0,133 
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Tabela 15: Dados dos soros provenientes de gatos com esporotricose comprovada utilizados para o 
teste de ELISA e as densidades óticas (D.O.) obtidas com os três tipos de antígenos. As  
D.O.s obtidas com soros diluídos a 1:800 (para ELISA com antígenos bruto e SsCBF) e a 
1:200 (para ELISA com antígeno 38 kDa). DP = desvio padrão. 
                       (conclusão) 
17 4 L3 1,350 2,341 0,609 
18 4 L3 1,978 1,124 0,123 
19 4 L3 2,016 2,239 0,381 
20 12 L3 1,890 0,383 0,426 
21 8 L3 2,228 1,487 0,600 
22 5 L3 1,776 1,370 0,440 
23 3 L3 1,298 0,385 0,103 
24 5 L2 1,675 0,831 0,333 
25 8 L3 2,450 2,688 0,091 
26 9 L3 1,804 2,048 0,462 
27 6 L3 1,909 1,444 0,633 
28 4 L3 2,246 1,377 0,673 
29 4 L3 2,132 2,356 0,480 
30 24 L2 1,749 1,813 0,525 
  média 1,890 1,484 0,438 
  DP 0,445 0,678 0,202 
Nota: L1 = 1 lesão; L2 = 2 lesões; L3 = 3 ou mais lesões 
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Tabela 16: Densidades óticas (D.O.) a 492 nm dos testes de ELISA utilizando soros de gatos 
aparentemente sadios (controles normais) e incubados com os três tipos de antígenos Bruto, 
SsCBF e 38kDa. As densidades óticas obtidas com soros diluídos a 1:800 (antígenos bruto e 
SsCBF) e 1:200 (antígeno 38 kDa). DP = desvio padrão. Cutoffs calculados como descrito 
no capítulo “Material e métodos”.  
(continua) 
Soros dos gatos normais 
Identificação Antígeno bruto SsCBF 38 kDa 
1 0,289 0,223 0,085 
2 0,352 0,254 0,133 
3 2,018 1,138 0,719 
4 0,362 0,045 0,287 
5 0,319 0,165 0,212 
6 0,050 0,095 0,295 
7 0,319 0,183 0,316 
8 0,179 0,051 0,270 
9 0,045 0,000 0,080 
10 0,425 0,262 0,619 
11 0,519 0,520 0,102 
12 0,107 0,078 0,156 
13 0,490 0,146 0,236 
14 0,240 0,044 0,100 
15 0,024 0,007 0,080 
16 0,139 0,092 0,108 
17 0,009 0,015 0,049 
18 0,701 0,644 0,100 
19 0,186 0,138 0,459 
20 0,142 0,047 0,117 
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Tabela 16: Densidades óticas (D.O.) a 492 nm dos testes de ELISA utilizando soros de gatos 
aparentemente sadios (controles normais) e incubados com os três tipos de antígenos Bruto, 
SsCBF e 38kDa. As densidades óticas obtidas com soros diluídos a 1:800 (antígenos bruto e 
SsCBF) e 1:200 (antígeno 38 kDa). DP = desvio padrão. Cutoffs calculados como descrito 
no capítulo “Material e métodos”.  
(conclusão) 
21 0,015 0,000 0,109 
22 0,274 0,185 0,207 
23 1,868 1,834 0,527 
24 0,119 0,261 0,295 
média 0,383 0,268 0,236 
DP 0,512 0,419 0,182 
cut off 2x 1,407 1,106 0,599 
cut off 1x 0,895 0,687 0,417 
 
Tabela 17: Número de soros classificados como FN = falso negativo; VP = verdadeiro positivo; VN = 
verdadeiro negativo; FP = falso positivo; de acordo com o cutoff determinado e o respectivo 
antígeno. 
 
 Cut off 2x 
 Antígeno bruto SsCBF 38 kDa 
FN 5 8 22 
VP 25 22 8 
VN 22 22 22 
FP 2 2 2 
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Tabela 18: Características de desempenho do teste de ELISA desenvolvido com cada tipo de antígeno e 
baseando-se no cutoff mais alto. Valores em porcentagem (%). 
 
Cut off 2x 
  Sensibilidade Especificidade 
Valor preditivo  
positivo 
Valor preditivo  
negativo 
Eficiência  
global 
Antígeno 
bruto 83,33 91,67 92,59 81,48 54,88 
SsCBF 73,33 91,67 91,67 73,33 55,00 
38 kDa 26,66 91,67 80,00 50,00 55,55 
 
 
Tabela 19: Número de soros classificados como FN = falso negativo; VP = verdadeiro positivo; VN = 
verdadeiro negativo; FP = falso positivo; de acordo com o cutoff determinado e o respectivo 
antígeno. 
 
 Cut off 1x 
 Antígeno bruto SsCBF 38 kDa 
FN 1 5 11 
VP 29 25 19 
VN 22 22 20 
FP 2 2 4 
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Tabela 20: Características de desempenho do teste de ELISA desenvolvido com cada tipo de antígeno e 
baseando-se no cutoff mais baixo. Valores em porcentagem (%). 
 
Cut off 1x 
  Sensibilidade Especificidade 
Valor preditivo  
positivo 
Valor preditivo  
negativo 
Eficiência  
global 
Antígeno 
bruto 96,67 91,67 93,55 95,65 54,76 
SsCBF 83,33 91,67 92,59 81,48 54,88 
38 kDa 63,33 83,33 82,61 64,52 55,05 
 
 
4.11.1. Exoantígeno do isolado Ss 118  
 
Os soros dos gatos com esporotricose apresentaram média da D.O. = 1,890 ± 0,445 
(Tabela 15). Os soros dos gatos normais apresentaram D.O. = 0,383 ± 0,512 (Tabela 16). 
Para o exoantígeno, o cutoff maior (calculado somando a média da D.O. dos soros 
dos gatos normais + 2 x DP) foi de A492 = 1,407 (Tabela 16). Entre os 30 soros dos gatos 
com esporotricose confirmada, 25 (83,33%) foram positivos na sorologia (Tabela 17, Fig. 
31). A sensibilidade do teste foi de 83,33% e a especificidade, 91,7% (Tabela 18). Em 
relação aos resultados da curva ROC, a AUC foi de 0,9583 ± 0,0292 (intervalo de 
confiança 95% (IC) 0,90106-1,00000) (Fig. 34). 
Quando utilizamos o cutoff mais baixo (média + 1x DP), a sensibilidade sobe para 
96,67% (Tabela 20), com 29 soros de gatos com esporotricose confirmada reagindo 
positivamente ao teste (Tabela 19), com mesma especificidade. 
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Figura 31: (A) Resultados do teste de ELISA utilizando soros de gatos com esporotricose confirmada 
(Ss+) e soros de gatos normais (gatos ferais) (N) versus o antígeno bruto. (B) = L1, L2 e L3 
representam o número de lesões nos gatos com esporotricose. 
 
4.11.2. ELISA com o antígeno purificado SsCBF 
 
Os soros dos gatos com esporotricose apresentaram média da D.O. = 1,484 ± 0,678 
(Tabela 15). Os soros dos gatos normais apresentaram D.O. = 0,268 ± 0,419 (Tabela 16).  
Para a molécula SsCBF, o cutoff maior foi de A492 = 1,106 (Tabela 16). Dos 30 soros 
dos gatos com esporotricose confirmada, 22 (73,33%) foram positivos na sorologia (Tabela 
17, Fig. 32). A sensibilidade do ensaio foi de 73,33% e a especificidade foi de 91,67% 
(Tabela 18). Em relação aos resultados da curva ROC, a AUC foi de 0,9486 ± 0,0328 
(confidence interval 95% (IC) 0,88442 – 1,00000)  (Fig. 34). 
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Aplicando o cutoff menor, a sensibilidade sobe para 83,33% (Tabela 20),  com soros 
de 25 gatos com esporotricose reagindo positivamente ao teste (Tabela 19), com mesma 
especificidade. 
 
 
Figura 32: (A) = Resultados do teste de ELISA utilizando soros de gatos com esporotricose confirmada 
(Ss+) e soros de gatos normais (gatos ferais) (N) versus o antígeno purificado SsCBF. (B) = 
L1, L2 e L3 representam o número de lesões nos gatos com esporotricose. 
 
4.11.3. ELISA com o antígeno 38 kDa purificado  
 
Os soros dos gatos com esporotricose apresentaram média da D.O. = 0,438 ± 0,202 
(Tabela 15). Os soros dos gatos normais apresentaram D.O. = 0,236 ± 0,182 (Tabela 16). 
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Para a molécula SsCBF o cutoff maior foi de  A492 = 0,599 (Tabela 16). Dos 30 
soros dos gatos com esporotricose confirmada, somente 8 (26,66%) foram positivos na 
sorologia (Tabela 17, Fig. 33). A sensibilidade do ensaio foi de 26,66% e a especificidade 
foi de 91,67% (Tabela 18).  Em relação aos resultados da curva ROC, a AUC foi de 0,7687 
± 0,0683 (confidence interval 95% (IC) 0,63490 – 0,90260)  (Fig. 34). 
Aplicando o cutoff menor, a sensibilidade sobe para 63,33% (Tabela 20), com soros 
de 19 gatos com esporotricose reagindo positivamente ao teste (Tabela 19), porém a 
especificidade cai para 83,33%.  
 
 
Figura 33: (A) = Resultados do teste de ELISA utilizando soros de gatos com esporotricose confirmada 
(Ss+) e soros de gatos normais (gatos ferais) (N) versus molécula 38 kDa. (B) = L1, L2 e L3 
representam o número de lesões nos gatos com esporotricose. 
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Figura 34: Curvas ROC obtidas do teste sorológico de ELISA com 30 soros de gatos com esporotricose 
confirmada e 24 soros de gatos normais, contra antígenos de S. schenckii (exoantígeno bruto, 
SsCBF e 38 kDa) .  
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4.12. Teste de HTT (Hipersensibilidade do tipo tardia) 
4.12.1. Com o exoantígeno bruto  
 
Para este experimento foram produzidos exoantígenos de três isolados de S. 
schenckii (Ss 16, Ss 61 e Ss 118). Estes exoantígenos foram misturados para a 
obtenção de um “pool”, o qual era composto pelas moléculas de 90 kDa,70 kDa, 60 
kDa, 38 kDa, 30 kDa e 25 kDa (Fig. 35). 
 
 
Figura 35: SDS-PAGE do “pool” de exoantígenos dos isolados Ss 16, Ss 61 e Ss 118 obtidos em caldo 
Sabouraud. PM = Padrão de peso Molecular (Invitrogen-BenchMark Protein Ladder).  
 
O “pool” de exoantígenos foi utilizado para desafiar as patas dos camundongos 
com 30 e 45 dias de infecção, nas concentrações de 1 µg, 2 µg e 3 µg. Nenhuma das 
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concentrações foi capaz de induz resposta HTT nos dois períodos de infecção 
experimental (Fig. 36 A e C). 
 
Figura 36: Representação gráfica dos dados obtidos do ensaio de HTT utilizando exoantígeno bruto 
para o desafio das patas nas concentrações de1 µg, 2 µg e 3 µg. A = desafio com 
exoantígeno no 30º dia de infecção; B = desafio com PBS 1x no 30º dia de infecção; C = 
desafio com exoantígeno no 45º dia de infecção e D = desafio com PBS 1x no 45º dia de 
infecção. 
 
4.12.2. Com o antígeno purificado SsCBF 
 
A molécula SsCBF foi utilizada para desafiar as patas dos camundongos com 30 
e 45 dias de infecção nas concentrações de 1 µg, 2 µg e 3 µg. Em 30 dias de infecção, 
as concentrações de 2 µg e 3 µg e em 45 dias de infecção, as concentrações de 1 µg e 
2 µg induziram resposta positiva com aumento do volume da pata (Fig. 37 A e C). 
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Figura 37: Representação gráfica dos dados obtidos do ensaio de HTT utilizando a molécula SsCBF 
para o desafio das patas nas concentrações de1 µg, 2 µg e 3 µg. A = desafio com molécula 
SsCBF no 30º dia de infecção; B = desafio com PBS 1x no 30º dia de infecção; C = desafio 
com molécula SsCBF no 45º dia de infecção e D = desafio com PBS 1x no 45º dia de 
infecção. 
 
4.12.3. Com a molécula de 38 kDa 
 
A molécula de 38 kDa foi utilizada para desafiar as patas dos camundongos com 
30 e 45 dias de infecção, nas concentrações de 1 µg, 2 µg e 3 µg. Nenhuma das 
concentrações foi capaz de induzir resposta intradérmica nos dois períodos de infecção 
experimental (Fig. 38 A e C). 
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Figura 38: Representação gráfica dos dados obtidos do ensaio de HTT utilizando a molécula 38 kDa 
para o desafio das patas nas concentrações de1 µg, 2 µg e 3 µg. A = desafio com molécula 38 
kDa no 30º dia de infecção; B = desafio com PBS 1x no 30º dia de infecção; C = desafio com 
molécula 38 kDa no 45º dia de infecção e D = desafio com PBS 1x no 45º dia de infecção. 
 
4.12.4. Histopatologia das patas positivas 
 
As patas dos animais que apresentaram resposta HTT positiva foram retiradas 
no último dia de leitura (72h) para análise histológica. A análise revelou a presença de 
uma população de linfócitos circundando vênulas e veias que irrigam a pata, 
possivelmente migrando para local de inflamação, o que representa típica resposta HTT 
(Fig. 39 A, B e C).  
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Figura 39: Patas dos animais infectados experimentalmente por 45 dias, desafiadas com 2 µg de SsCBF. Infiltrado inflamatório constituído 
por linfócitos. Observar infiltrado inflamatório mononuclear circundando nervo e vasos. A = aumento de 100X, B = aumento de 400X, C 
= HE2+ (1000X). 
:  
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A análise histológica das patas dos animais infectados desafiados com PBS 1x mostra o tecido das patas 
preservados, sem alteração na população de células local (Fig. 40 A e B). 
 
 
Figura 40 A e B: Patas dos animais infectados experimentalmente por 45 dias, desafiadas com PBS 1x – controle negativo (400X). 
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5. DISCUSSÃO   
 
O sistema S. schenckii - esporotricose constitui um “puzzle” ainda não totalmente 
elucidado. Daí nossa necessidade de pesquisar diversos aspectos, face ao 
desconhecimento sobres nossos Sporothrix schenckii, “verde-amarelo”. 
Nunca a literatura brasileira relatou estudos com S. schenckii no intuito de 
comparar cepas provenientes de diversas regiões geográficas do Brasil. Sabemos que 
o Brasil é um país continental de 8.514.876,599 km2 de área, possuindo cinco regiões 
geográficas distintas com diferentes condições geoclimáticas. Apenas para evidenciar 
essas diferenças sabemos que as regiões Sul e Sudeste têm temperaturas 
influenciadas pelas massas de ar frio provenientes da região polar sul e, portanto, com 
invernos bem frios. Por outro lado, o Nordeste e Norte do país apresentam sempre 
temperaturas elevadas com média em torno dos 30ºC. Ainda diferenciando essas 
regiões, o Nordeste apresenta grandes extensões com clima semi-desértico e a região 
norte é totalmente coberta pela Floresta Amazônica, com índice pluviométrico muito 
elevado. Esperávamos, portanto, encontrar alguma diferença nos fungos isolados em 
regiões tão distintas. Além da temperatura, outro fator abiótico como a umidade, 
também apresenta grande variação ao longo do território brasileiro, sendo o Norte do 
país muito úmido e o Centro-Oeste, por exemplo, mais seco. A caracterização em 
diversos aspectos dos isolados brasileiros aqui estudados contribui imensamente para 
a melhor compreensão do S. schenckii e suas variações. 
     Assim, torna-se necessário estudar isolados de todas as partes do país, para 
podermos compreender amplamente como são os isolados brasileiros de S. schenckii. 
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S. schenckii já foi descrito em diversas regiões do mundo como México, 
Colômbia, Uruguai, Brasil, Costa Rica, Guatemala, África do Sul, Japão, Índia, Peru, 
Haiti, França, Itália, EUA, entre outros países, ficando clara sua característica 
cosmopolita e evidenciando assim sua fácil adaptação aos diversos fatores ambientais 
(Lutz & Splendore, 1907; D’Alessio et al., 1965; Velasco-Castrejón & Gonzalez-Ochoa, 
1976; Mayorga et al., 1978; Fukushiro, 1984; Conti-Diaz, 1989; Dixon et al., 1991; Dixon 
et al., 1992; Vismer & Hull, 1997; Dooley et al., 1997; Rivitti & Aoki, 1999; Pappas et a.l, 
2000; Espinosa-Texis et al., 2001; Lyon et al., 2003; Macotela-Ruiz & Nochebuena-
Ramos, 2006; Devi et al., 2006; Fujii et al., 2008; Engle et al., 2007; Baroni et al., 2007; 
Magand et al., 2009; Orofino-Costa et al., 2009).  
Devido ao surgimento de surtos de esporotricose humana e felina, nos últimos 10 
anos em algumas regiões do Brasil, principalmente na cidade do Rio de Janeiro e 
arredores, S. schenckii tem sido considerado um patógeno reemergente  (Galhardo et 
al., 2008).  
Alguns estudos mostram que existem características genotípicas e fenotípicas de 
S. schenckii que variam de acordo com a origem geográfica do mesmo (Mesa-Arango 
et al., 2002; Liu et al., 2003). Os isolados brasileiros de S. schenckii foram 
caracterizados em relação a diversos aspectos, sendo um deles a influência da 
temperatura no crescimento in vitro (% de inibição do crescimento) dos isolados. Os 
isolados brasileiros apresentaram inibição do crescimento de 6,93% a 80% a 35º C e 
18,37% a 89,52% a 37º C. A faixa de variação de tolerância à temperatura dos isolados 
brasileiros é grande quando comparada com os resultados obtidos por Mesa-Arango et 
al. (2002) que estudaram isolados de outras regiões do mundo. Os isolados estudados 
por Mesa-Arango et al. (2002) apresentaram as seguintes faixas de % de inibição do 
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crescimento a 35°C: 23,1% a 55,4% (isolados clínicos do México), 23,6% a 53,9% 
(isolados ambientais do México), Guatemala 16,4% a 39,2% Colômbia 28,0% a 71%. A 
37°C, 47,6% a 75,9% (isolados clínicos do México), 24,7% a 70,6% (isolados 
ambientais do México), 66,2% a 77,0% (isolados da Guatemala), 63,7% a 81,8% 
(isolados da Colômbia).   
Quando as faixas de termotolerância dos isolados brasileiros são analisadas 
entre os isolados das diferentes regiões do país, a 35º C, as faixas de % de inibição do 
crescimento dos isolados foram: 14,92% a 78,38% (isolados do Sudeste), 12,58% a 
80% (isolados do Sul), 16,72% a 65,71% (isolados do Centro-Oeste), 6,93% a 18,37% 
(isolados do Norte) e 11,19% a 67,49% (isolados do Nordeste). Nota-se que os isolados 
da região Sul do país, região de menor extensão geográfica quando comparada com o 
país inteiro, apresentaram alta variabilidade para este fenótipo, já que apresentaram 
larga faixa de % de inibição do crescimento (12,58% a 80%). A 37º C, as faixas de % de 
inibição do crescimento dos isolados foram: 29,20% a 85,33% (isolados do Sudeste), 
34,43% a 84,96% (isolados do Sul), 39,02% a 76,79% (isolados do Centro-Oeste), 
18,37% a 33,33% (isolados do Norte) e 43,04% a 89,52% (isolados do Nordeste). A 
análise apontou diferenças estatísticas entre os isolados quando agrupados por origem 
geográfica. Os isolados do Norte apresentam média da % de inibição do crescimento 
mais baixa, sendo classificados como isolados mais tolerantes à temperatura. A 37º C, 
os isolados do Nordeste apresentam média da % de inibição do crescimento mais 
elevada, podendo ser considerados isolados mais termossensíveis. Mesa-Arango et al. 
(2002) observaram que os isolados colombianos foram considerados os mais sensíveis 
em ambas as temperaturas, apresentando % de inibição de crescimento a 35ºC de 
50,1% e a 37º C de 72,7%. Os isolados da Guatemala foram considerados mais 
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tolerantes à temperatura de 35º C, apresentando % de inibição de crescimento igual a 
27,6%. A 37º C, os isolados mexicanos ambientais apresentaram 59,1% de inibição do 
crescimento, sendo os mais tolerantes (Mesa-Arango et al., 2002).  
Quando os isolados brasileiros são agrupados por origem animal ou humana 
(forma linfocutânea e fixa), também constatamos diferenças estatísticas, sendo os 
isolados obtidos de animais diferentes dos isolados de origem humana forma 
linfocutânea a 35º C e diferentes dos isolados humanos de ambas as formas clínicas da 
doença, quando comparados a 37ºC. Os isolados obtidos de animais são mais 
tolerantes à temperatura. Provavelmente, isto se deve ao fato de o animal, 
principalmente o gato, possuir temperatura corporal de aproximadamente 38º C, 
tornando estes isolados fortemente termotolerantes. Neste caso, é essencial que o 
fungo seja um bom termotolerante para invadir o sistema imune de um hospedeiro que 
apresenta tal temperatura corporal. Os isolados humanos não apresentaram diferença 
estatística quanto à forma clínica da esporotricose. Estes dados divergem de alguns 
estudos que mostram que os isolados de S. schenckii obtidos de pacientes com a forma 
disseminada ou linfocutânea são mais tolerantes à temperatura (Engle et al., 2007) do 
que os isolados de forma fixa da doença (Kauffmann et al., 2007). Em relação aos 
isolados brasileiros, não foi possível fazer este tipo de correlação, pois diversos 
isolados clínicos foram fortemente inibidos a 37º C como, por exemplo, o isolado Ss 133 
(oriundo da região Nordeste, isolado de paciente com forma linfocutânea) que 
apresentou 89,52% de inibição do crescimento nesta temperatura. Engle et al. (2007) 
relatam que isolados sensíveis à temperatura, ou seja, que crescem pouco quando 
submetidos à temperatura acima de 35º C, geralmente causam lesões cutâneas sem 
comprometimento linfático. Howard & Orr (1963) relataram que isolados ambientais 
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crescem melhor a 30º C, tolerando bem a temperatura de 35°C, enquanto os isolados 
clínicos crescem bem a 37º C. Ghosh et al. (2002), estudaram isolados de S. schenckii 
oriundos de diferentes regiões da Índia e concluíram que os isolados crescem bem nas 
temperaturas entre 30 a 37 °C, mas são inibidos a 40°C. A tolerância à temperatura é 
considerada um fator de virulência dos microrganismos, porém as condições 
imunológicas do hospedeiro são de extrema importância para determinar o curso da 
infecção e, consequentemente, a forma clínica da doença. 
Outras espécies do gênero Sporothrix também já foram avaliadas quanto à 
termotolerância como é o caso de Sporothrix cyanescens, cujos isolados clínicos são 
capazes de crescer bem a 37°C (Sigler et al., 1990). 
Em relação à área conidial, os isolados brasileiros apresentaram variação da área 
conidial de 1,59 μm2 a 5,65 μm2, sendo a média e desvio padrão de 2,39 ± 0,56 μm2; e 
mediana de 2,28 μm2. Os isolados das diferentes regiões do país apresentaram alto 
grau de similaridade entre si. Mesa-Arango et al. (2002) também estudaram tamanho 
conidial de S. schenckii obtidos do México, Guatemala, e Colômbia. Estes isolados 
apresentaram conídios maiores que dos isolados brasileiros (isolados clínicos do 
México, área conidial = 3,98 μm2; isolados ambientais do México = 4,54 μm2; isolados 
clínicos da Guatemala = 7,69 μm2; isolados clínicos da Colômbia = 7,20 μm2). Em 
relação aos nossos resultados, somente os isolados de animais apresentaram diferença 
estatisticamente significante em relação aos isolados humanos, apresentando média da 
área conidial maior.  
De acordo com os resultados do tamanho dos conídios e tolerância à 
temperatura, fica evidente que isolados capazes de infectar animais, toleram muito bem 
a temperatura e apresentam conídios maiores. É provável que estes dois fatores em 
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conjunto, contribuam para elevar o grau de virulência do fungo em relação a este tipo 
de hospedeiro.  
O polimorfismo genético de S. schenckii tem sido estudado por meio de RAPD 
por diversos autores (Mesa-Arango et al., 2002, Liu et al., 2003, Kong et al., 2006) 
porém, nenhum destes estudos avaliaram isolados brasileiros. De acordo com os 
nossos resultados, obtidos por RAPD, os isolados brasileiros de S. schenckii 
demonstram alta variabilidade genética entre si, com média da similaridade genética de 
49,99%. Além disso, 67 padrões genotípicos foram observados, demonstrando alta 
discriminação genética entre eles. Sete grupos principais se formaram, porém dentro de 
um mesmo grupo geneticamente similar foi possível observar isolados de regiões 
geográficas diferentes ou forma clínica da doença, mostrando que o agrupamento é 
independente da origem geográfica ou da forma clínica. A diversidade genética também 
foi observada quando isolados de regiões menores geograficamente (Estado de São 
Paulo e Cidade do Rio de Janeiro) foram comparados entre si. Mesa-Arango et al. 
(2002) observaram agrupamento por similaridade genética através de RAPD 
relacionado à origem. Isolados ambientais do México formaram um grupo distinto dos 
isolados clínicos daquele país. Neste mesmo estudo, outros grupos geneticamente 
similares se formaram relacionados à origem geográfica, sendo um deles da Colômbia 
e outro da Guatemala. Porém, não houve agrupamento relacionado à forma clínica da 
doença. Neste caso os resultados são semelhantes aos nossos. A média da 
similaridade entre os isolados analisados por Mesa-Arango et al. (2002) foi de 31,7%, 
constatando também grande variabilidade genética entre isolados de S. schenckii.  
Liu et al. (2003) utilizando os mesmos primers que os utilizados neste estudo 
avaliaram o polimorfismo genético de isolados de S. schenckii do Japão, China e 
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América, conseguindo correlacionar perfil genotípico obtido por RAPD dos isolados com 
suas origens geográficas. Porém, esses autores não observaram agrupamento por 
similaridade entre os isolados quanto à forma clínica da doença. Neyra et al. (2005) 
avaliaram o polimorfismo de isolados de S. schenckii do Peru pela técnica de AFLP e 
encontraram dois grupos independentes da origem geográfica ou forma clínica, 
mostrando agrupamento genético semelhante ao dos isolados brasileiros.     
Galhardo et al. (2008) avaliaram a diversidade genética pela análise do 
polimorfismo de regiões microssatélite e seqüenciamento dos espaçadores ITS de 
isolados de S. schenckii representantes do surto da esporotricose que vem 
acontecendo nos últimos dez anos no Rio de Janeiro. Os autores relatam que os 
isolados apresentaram relação genética entre si, entretanto, foram encontrados nove 
subtipos, evidenciando mais uma vez a variabilidade genética deste fungo, mesmo 
obtido de uma região mais restrita – cidade do Rio de Janeiro. Estes dados estão de 
acordo com nossos resultados, obtidos com os isolados brasileiros e também dos 
isolados do Rio de Janeiro. Os autores também não observaram relação entre genótipo 
e forma clínica da doença. O fato de os isolados obtidos de formas clínicas diferentes 
não apresentarem diferenças genéticas, reafirma que o fator determinante para o 
desenvolvimento de uma forma clínica da esporotricose não está somente relacionado 
ao genótipo do fungo, sendo os fatores imunológicos do hospedeiro importantes na 
determinação do curso da infecção. Somente Kong et al. (2006), utilizando os primers 
OPBG01 e OPBG14 para amplificar o DNA genômico de 15 isolados, observaram 
agrupamento por similaridade genética de acordo com a forma clínica da doença.  
A técnica (RAPD) está entre as técnicas moleculares mais utilizadas para a 
caracterização genotípica de diversos microrganismos, como Candida sp (Pujol et al., 
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1997; Bello et al., 2002), Paracoccidioides brasiliensis (Calcagno et al., 1998; Soares et 
al., 1995), Histoplasma capsulatum (Woods et al., 1993)  e Aspergillus fumigatus 
(Mondon et al., 1995; Aufauvre-Brown et al., 1992) devido sua fácil execução e baixo 
custo. Porém, outras técnicas moleculares mais sensíveis, também têm sido utilizadas 
para estudo de polimorfismo de microrganismos, como AFLP, RFLP, Southern blot, 
análise de regiões de minissatélite e microssatélite e até seqüenciamento genético. 
Entre elas, a técnica de Southern blot é muito utilizada para o estudo de polimorfismo 
em fungos como Histoplasma capsulatum (Keath et al., 1992), Paracoccidioides 
brasiliensis (Morais et al., 2000) e S. schenckii (Zhang et al., 2006).  
Em nosso estudo, diversas enzimas foram testadas para sua utilização nos 
ensaios de Southern blot, porém a enzima que foi mais informativa para os isolados 
brasileiros foi a APA I, a mesma sugerida por Zhang et al. (2006). Quando os DNAs 
genômicos foram digeridos com a enzima APAI foi possível observar um grande rastro 
de fragmentos de DNA através do gel de agarose, porém o rastro do DNA digerido do 
isolado Ss 06 se mostrou mais curto que os outros podendo ter ocorrido digestão 
parcial. Quando da hibridização com a sonda ITS, três perfis genéticos foram 
observados: genótipo A composto das bandas de 3849,81 bp e 1548,38 bp (8 
isolados), o genótipo B composto das bandas 1755,65 bp e 1548,38 bp (19 isolados), 
o genótipo C composto de 6 fragmentos com tamanhos de 13103,88 bp, 8989,17 bp, 
7215,06 bp, 6363,26 bp, 5107,40 bp, 4504,43 bp. Como o genótipo A foi observado, em 
isolados do Sul, do Sudeste e do Centro-Oeste, o genótipo B, em isolados do Sul, do 
Sudeste, do Centro-Oeste, do Nordeste e do Norte e o genótipo C em um isolado do 
Sudeste (Ss 06), fica evidente mais uma vez, a ausência de correlação do tipo do 
genótipo com a origem geográfica, confirmando os resultados do RAPD. Também, não 
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houve correlação com a forma clínica da doença. Zhang et al. (2006) estudaram o 
polimorfismo do gene ribossomal (espaçadores ITS) de 31 isolados de S. schenckii 
obtidos na China, utilizando a enzima APAI. Diferentemente dos isolados brasileiros, 
observaram 15 padrões genotípicos distintos e encontraram correlação do padrão 
genotípico com a origem geográfica e formas clínicas da doença. Diversas bandas 
foram obtidas por Zhang et al. (2006) como as bandas que possuem tamanhos de 7,7 a 
1,6 kb, a última foi observada em todos os genótipos. Os genótipos classificados como 
A e B neste estudo se assemelham ao genótipo C, descrito por Zhang  et al. (2006), 
com pequenas variações. É interessante descrever que Zang et al. (2006) observaram 
o genótipo C em somente em 3 dos 31 isolados estudados, sendo este um genótipo 
raro para os isolados chineses. Para os isolados chineses, o genótipo mais comum foi 
classificado como A, composto de 5 bandas com tamanhos 7,7 kb, 6,2 kb, 4,2 kb, 1,6 e 
1,9 kb, aproximadamente. 
  A diversidade genética de S. schenckii tem sido descrita na literatura por 
diversos pesquisadores (Beer et al., 2003; De Meyer et al., 2008; Marimon et al., 2006, 
2007, 2008). Marimon et al. (2006), através do estudo das seqüências de DNA de três 
locis (quitina sintase, β–tubulina e calmodulina) de vários isolados oriundos de diversas 
regiões geográficas discutem a variabilidade genética de S. schenckii. Os isolados 
foram agrupados em três grupos principais, compreendendo um grupo de isolados 
europeus, um grupo apenas com isolados brasileiros e um último grupo com isolados 
de países da América Latina e África do Sul. Em 2008, Marimon et al. propuseram 
chave taxonômica para o S. schenckii, onde esta espécie na verdade seria composta 
de 6 espécies compondo então o “Complexo S. schenckii”. As novas espécies 
propostas são: S. brasiliensis, S. globosa, S. mexicana e S. luriei, e as já existentes, S. 
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schenckii e S. albicans. Diversos aspectos fenotípicos como assimilação de açúcares, 
diâmetro conidial, crescimento em diferentes temperaturas são avaliados para 
diferenciar estas espécies filogenéticas. Segundo Marimon et al. (2007), S. schenckii e 
S. globosa compartilham diversas características fisiológicas, como assimilação dos 
açúcares sacarose e rafinose, sendo o crescimento a temperatura de 37º C, fenótipo 
decisivo para diferenciar estas espécies filogeneticamente. Com base nesse estudo 
Marimon et al. (2007) propõem que os isolados brasileiros estudados, seriam 
denominados S. brasiliensis  devido as suas características genotípicas e fenotípicas 
típicas. Dos vinte e nove isolados brasileiros caracterizados por Marimon et al. (2007),  
vinte e sete são oriundos do Rio de Janeiro e dois são oriundos São Paulo. O maior 
problema em relação a esta proposta taxonômica está no fato dos isolados brasileiros 
analisados representarem uma área tão pequena em relação ao país como um todo 
que é muito diverso quanto à sua biogeografia.  
De Meyer et al. (2008) também propuseram novas espécies compondo o 
complexo S. schenckii, porém considerando isolados ambientais. As espécies proposta 
são: Sporothrix stylites, Sporothrix humicola e Sporothrix lignivora.  
Em nosso estudo, dezenove isolados representativos do Brasil foram avaliados 
quanto suas características fisiológicas e fatores de virulência. Em relação à osmofilia, 
17 isolados (89,47%) conseguiram tolerar pressão igual ou menor de 20% de glicerol. 
Entretanto, Ghosh et al. (2002) demonstraram que 100% dos isolados indianos toleram 
a mesma pressão osmótica. Em relação à tolerância à pressões salinas (halofilia) todos 
os isolados avaliados cresceram bem nas concentrações de 6% e 8% de sal, mas 
somente 8 (42,10%) cresceram em 9% e 10% de sal. Todos são inibidos na presença 
de 12% de sal. Sigler et al. (1990) relataram que  isolados canadenses não toleram 
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concentrações de 7% de sal. Todos os isolados indianos estudados por Ghosh et al. 
(2002) toleram 6% de sal, alguns toleram 7%, e todos são inibidos na concentração de 
8%. Os isolados brasileiros toleram concentrações maiores de sal em relação aos 
isolados de outras regiões do mundo.  
Os isolados brasileiros crescem bem em larga faixa de pH, de 2,2 a pH 12,5. 
Isolados da India, crescem bem entre pH 3,0 e 11,5, sendo que somente parte deles 
crescem em pH 12,5 (Ghosh et al., 2002). Há poucos estudos na literatura sobre as 
características fisiológicas de S. schenckii. Estudos fisiológicos contribuem para a 
compreensão dos aspectos ecológicos do S. schenckii ficando mais fácil identificar e 
isolar seletivamente o fungo do solo (Ghosh et al., 2002). O presente estudo forneceu, 
pela primeira vez, dados importantes sobre as características fisiológicas de isolados de 
S. schenckii oriundos de diferentes regiões do Brasil.  
Quanto aos fatores de virulência, todos os isolados brasileiros  produziram urease 
e DNAse, resultados concordantes com os obtidos por Mendonza et al. (2005), 
Venezuela, e os de Ghosh et al. (2002), India. A enzima gelatinase foi produzida 
somente por 3 (15,78%) isolados, sendo um do Norte e dois do Sudeste do país. A 
enzima caseinase foi produzida por 4 isolados (21,05%), um do Norte, dois do Sudeste 
e um do Centro-Oeste. Entretanto, Ghosh et al. (2002) verificaram a ausência de 
produção de gelatinase e caseinase por 49 isolados de diversas regiões da India. 
Mendonza et al. (2005) constataram que 2 de 5 isolados da Venezuela são produtores 
de gelatinase. A proteinase foi produzida por cinco (26,31%) dos nossos isolados, 
sendo um do Sudeste, um do Norte, e três do Nordeste do país.  
Termotolerância, exoenzimas e polissacarídeos são fatores de virulência dos 
fungos (Hogan et al., 1996). A produção destas enzimas pelos fungos está relacionada 
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à virulência destes microrganismos (Naglik et al., 2003). Ghannoum & Abu-Elteen 
(1986) mostraram que a produção de proteinases e fosfolipases no gênero Candida é 
essencial para que haja a invasão nos tecidos causando dificuldades na adesão entre 
as células ou até lise da membrana celular do hospedeiro. P. brasiliensis apresenta 
variabilidade entre isolados na produção de caseinase e gelatinase (Sano et al., 1997). 
Além das enzimas, outros fatores de virulência de S. schenckii já foram descritos como 
o estudo realizado por Fernandes et al. (1999) que observaram que o tempo de cultivo 
de células leveduriformes ou miceliais de S. schenckii provoca alteração na composição 
da parede celular, acarretando diminuição do poder patogênico. Segundo esses 
autores, células jovens de 7 dias são mais patogênicas em relação às células com 12 
dias de cultivo.  
Na literatura não há estudos que comparem o perfil patogênico entre isolados de 
S. schenckii oriundos de diferentes regiões geográficas, nem estudos que comparem o 
poder patogênico de isolados obtidos da mesma forma clínica. Os isolados humanos de 
S. schenckii estudados são oriundos das formas clínicas fixa e linfocutânea da 
esporotricose, além do isolado Ss 54 que foi obtido de gato. Em relação ao poder 
patogênico dos isolados brasileiros de S. schenckii, seis dos dez isolados analisados 
foram capazes de colonizar pelo menos dois dos três órgãos avaliados dos 
camundongos infectados, apresentando assim variação do poder patogênico entre eles. 
Os isolados patogênicos colonizaram pulmões e baço ou pulmões, baço e fígado. 
Quando se analisa a capacidade total de colonização de órgãos do hospedeiro, o 
isolado Ss 54, obtido de gato, foi classificado como altamente patogênico, Ss 47 e Ss 
126 medianamente patogênicos, Ss 51, Ss 16 e Ss 40 de baixa patogenicidade e Ss 
143, Ss 141, Ss 06, Ss 39 não patogênicos pois não colonizaram nenhum dos órgãos 
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avaliados no tempo de infecção estudado. Não foi possível correlacionar origem 
geográfica com perfil patogênico, pois praticamente um isolado de cada região foi não-
patogênico e o outro patogênico. Somente os dois isolados do Nordeste foram 
patogênicos. Também não foi possível correlacionar a patogenicidade dos isolados com 
a forma clínica da doença, pois isolados da mesma forma clínica – por exemplo, forma 
linfocutânea – foram classificados como medianamente patogênico (Ss 47) e não-
patogênico (Ss 141). O mesmo foi observado quando os isolados eram oriundos da 
forma clínica fixa, sendo de baixa patogenicidade o isolado Ss 51 e não-patogênico o 
isolado Ss 39. Estes resultados comprovam a individualidade de cada isolado. Foi 
possível correlacionar o genótipo ao poder patogênico já que o isolado Ss 54 foi o único 
que foi considerado altamente patogênico e altamente virulento, sendo portador de 
genótipo diferenciado obtido tanto por RAPD quanto por Southern blot, em relação aos 
outros isolados avaliados. É importante ressaltar que o isolado Ss 126 foi o único capaz 
de produzir todas as enzimas consideradas fatores de virulência avaliadas neste 
estudo, e este foi obtido de um paciente com a forma fixa da doença. Isto mostra que 
apesar do isolado expressar diversos fatores de virulência, não gerou comprometimento 
linfático ao hospedeiro e experimentalmente, ele colonizou somente pulmões e baço 
dos animais, apresentando limitações na colonização dos órgãos. Este isolado foi 
classificado como medianamente patogênico. Isto mostra claramente que apesar dos 
fatores de virulência serem expressos, a influência do sistema imune do hospedeiro é 
importante na determinação do curso da infecção.  
Para auxiliar na caracterização do poder de causar infecção e tentar acessar 
com mais clareza o grau desta infecção pelos isolados de S. schenckii foi estudado o 
perfil de virulência dos mesmos através do teste de sobrevivência, no qual foi registrado 
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o tempo de morte de camundongos infectados com estes isolados. A patogenicidade 
determinada por análise de colonização dos órgãos apresenta correlação com a 
virulência, pois isolados de alta patogenicidade também apresentaram alta virulência, 
levando rapidamente os camundongos à morte. Isolados não-patogênicos também se 
comportaram como avirulentos, já que os camundongos não morreram. Somente os 
isolados Ss 141 e Ss 47 apresentaram comportamento diferente. O isolado Ss 141 que 
não invadiu os órgãos avaliados durante o período de infecção observado (5 semanas) 
foi classificado pelo teste de sobrevivência como medianamente virulento, pois levou os 
camundongos à morte em um tempo relativamente maior que os outros isolados (12ª a 
14ª semana de infecção). Isto mostra que este isolado é capaz de invadir os órgãos e 
provocar doença, porém necessita de um tempo maior para isto, pois o seu poder de 
invasão é mais limitado. O isolado Ss 47 apresentou comportamento inverso, pois foi 
patogênico invadindo baço e pulmões dos animais, mas não foi virulento pois os 
animais não morreram, mostrando que é capaz de gerar a infecção, porém mais branda 
que os demais isolados. O isolado Ss 141, que em 5 semanas de infecção não coloniza 
nenhum órgão, mas que com 14 semanas, leva os animais à morte, é produtor da 
enzima caseinase. Os isolados Ss 51 e Ss 16, que colonizaram os três órgãos 
avaliados em UFC são produtores da enzima proteinase e o isolado Ss 06 que não 
colonizou nenhum órgão avaliado e não levou os animais à morte é produtor da enzima 
gelatinase. O isolado Ss 54 que foi classificado como altamente patogênico e virulento 
secretou somente as enzimas DNAse e urease como todos os outos avaliados, 
mostrando que outros fatores de virulência, não avaliados neste estudo, foram 
decisivos no curso da infecção. 
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Sabe-se que o perfil patogênico dos microrganismos também depende do 
hospedeiro já que este possui patrimônio genético que gera susceptibilidade ou 
resistência às infecções. Além disso, os fatores de virulência do próprio microrganismo 
contribuem para a invasão do sistema imune do hospedeiro. No caso das linhagens 
murinas, os genes do MHC são responsáveis pela resistência ou susceptibilidade às 
infecções (Abbas et al., 2002). Sobre a dinâmica da infecção experimental de S. 
schenckii, Carlos et al. (1992, 1994, 1999) relataram que durante a infecção 
experimental de S. schenckii há   diminuição da resposta celular entre a 4ª e a 6ª 
semana e diminuição da produção de IL-1 e TNF, proporcionando assim uma fase de 
colonização de alguns órgãos pelo fungo. Maia et al. (2006) detectaram a produção de 
IFN-γ e IL-12 durante a infecção experimental por S. schenckii demonstrando que há o 
envolvimento da resposta celular durante a infecção. Porém na 5ª semana, a produção 
de IL-4 sugere predomínio de resposta Th2, resposta imune humoral, na  infecção mais 
avançada. Neste estudo, a colonização dos órgãos foi avaliada exatamente neste 
período (5ª semana) baseando-se nos estudos acima citados (Carlos et al., 1992, 1994, 
1999; Maia et al. (2006)), já que era sabido que ocorre imunossupressão da resposta 
celular propiciando a colonização dos órgãos dos animais infectados 
experimentalmente.  
Kong et al. (2006) compararam o poder patogênico de isolados obtidos de 
pacientes com diferentes formas clínicas (fixa, linfocutânea e disseminada). Além disso, 
testaram três vias de infecção (intravenosa, peritoneal e subcutânea). Eles observaram 
que isolados oriundos de formas disseminadas são mais virulentos em relação às 
outras formas. Uenotsuchi et al. (2006) compararam a ativação de monócitos derivados 
de células dendríticas por diferentes isolados de S. schenckii e observaram diferença 
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no padrão de ativação entre isolados de forma cutânea e visceral sugerindo que este é 
um fator que pode determinar o tipo de manifestação clínica. Brito et al. (2007) 
compararam a virulência de dois isolados obtidos de pacientes com diferentes formas 
clínicas mostrando que o isolado obtido da forma disseminada é mais virulento que o 
isolado obtido da forma linfocutânea. Fernandes et al. (2000) avaliaram a importância 
do óxido nítrico na resistência à infecção no modelo murino contra o fungo. 
Não há ainda na literatura padronização para o estudo da patogenicidade do S. 
schenckii experimentalmente. Cada centro de pesquisa utiliza um tipo de linhagem de 
camundongo, que conseqüentemente gera problemas como diferentes níveis de 
susceptibilidade à infecção. Outras variações entre os estudos também são observadas 
como tamanho de inoculo fúngico, vias de infecções e tipos celulares utilizados (micélio 
ou levedura). As análises dos dados também são feitas em momentos diferentes da 
infecção experimental. Todas estas diferenças dificultam a comparação com os dados 
da literatura, impedindo assim apontar características em comum entre os isolados 
estudados com os isolados da literatura. A maioria dos estudos baseia-se em 
determinação de fatores de virulência e análise da regulação resposta imune humoral e 
celular. São trabalhos de grande valia, já que servem de subsídio para delineamento 
experimental de estudos comparativos de isolados como este.  
O mecanismo de patogênese é altamente complexo uma vez que diversas 
mudanças devem ocorrer para que o organismo deixe a vida saprofítica e se torne 
patogênico (Van Burik & Magee, 2001). Além da alteração da forma celular, a 
composição da parede celular, a produção de moléculas antigênicas e a expressão de 
fatores de virulência são essenciais para a aquisição da vida parasitária (Klein & 
Tebbets, 2007; Rappleye & Goldman, 2006). Diversos fatores como temperatura, stress 
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oxidativo e osmótico são sinais para que os fungos termodimórficos saiam do estado 
micelial e se transformem em levedura. Nemecek et al. (2006) demonstraram que um 
isolado de Blastomyces dermatitidis histidina quinase híbrido percebe sinais do 
hospedeiro e inicia a transição de micélio para levedura. A quinase também regula 
integridade celular, esporulação e expressão de genes de virulência in vivo. Esta 
regulação de caráter global promove adaptação dos fungos dimórficos ao hospedeiro 
mamífero. 
Estudos com antígenos de S. schenckii são poucos e o seu conhecimento mais 
profundo se faz necessário para estudos nos campos da epidemiologia, 
imunodiagnóstico e imunológicos. Quando avaliamos a secreção de moléculas pelos 13 
isolados de S. schenckii, de diferentes regiões do país, as culturas foram semeadas em 
três meios distintos (Sabouraud, meio mínimo e meio M199). Os perfis protéicos 
mostraram-se variáveis de acordo com o meio de cultura utilizado, pois cada meio de 
cultura fornece subsídios diferentes ao fungo. Houve maior variabilidade das moléculas 
secretadas pelos isolados nos meios Sabouraud e M199. Porém, mesmo quando 
comparamos exoantígenos de diferentes isolados, obtidos em um mesmo meio de 
cultura, observamos grande variação entre eles quanto à intensidade de cada molécula 
e os tipos de moléculas produzidas. As moléculas dominantemente expressas foram 74 
kDa, 54 kDa, 46 kDa e 38 kDa   em meio Sabouraud, 80 kDa e 46 kDa em meio Mínimo 
e 76 kDa e 46 kDa em meio M199. 
Em um primeiro momento, imaginamos que esta variação poderia estar 
relacionada às diferenças quanto às origens geográficas e desta forma, selecionamos 
10 isolados do Estado de São Paulo, área menor, para verificar se a diversidade na 
secreção protéica/glicoprotéica diminuiria. Os isolados do Estado de São Paulo 
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apresentaram-se um pouco mais homogêneos entre si quando comparados com os 
perfis dos isolados do país, porém ainda assim houve variabilidade entre eles. As 
moléculas predominantemente secretadas foram 53 kDa, 45 kDa e 38 kDa em meio 
Sabouraud, 80 kDa, 45 kDa e 40 kDa em meio Mínimo e 45 kDa e 98 kDa em meio 
M199.  
O estudo de moléculas secretadas por microrganismo para análise taxonômica 
tem sido utilizado para outros fungos como dermatófitos (Schechter et al., 1966), 
Candida (Maquelin et al., 2002), Aspergillus (Frébort et al., 1996), e Fusarium (Glynn & 
Reid, 1969). De Bievre e Prevot (1967) comparam exoantígenos obtidos de micélio e 
levedura e observaram que existem algumas moléculas que são produzidas 
exclusivamente pelas leveduras. Mendoza et al. (2002) estudaram a variação na 
secreção de moléculas de um isolado de S. schenckii em três meios de cultura 
(Sabouraud, meio Mínimo e meio 199) e também observaram que o perfil 
protéico/glicoprotéico varia conforme o meio utilizado.  
Os dados obtidos e analisados em conjunto com os da literatura comprovam a 
variabilidade antigênica do S. schenckii, reforçando a evidência da grande variabilidade 
genética do S. schenckii, que produzindo moléculas diferentes, ativa o sistema imune 
humoral do hospedeiro de formas distintas (Scott & Muchmore, 1989; Lima & Lopes-
Bezerra, 1997; Mendoza et al, 2002; Nascimento & Almeida, 2005). 
É importante caracterizar as proteínas/glicoproteínas secretadas por um 
microrganismo. O transcriptoma, a proteômica e a metabolômica e seus aspectos 
correlacionados são dados importantíssimos para a compreensão dos sistemas 
biológicos (Panchaud et al., 2008). O estudo do proteoma de um microrganismo pode 
permitir desenvolver estratégias para o diagnóstico da doença, seguimento do 
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tratamento ou desenvolvimento de vacinas (Rohrbough et al., 2007). A análise 
proteômica têm sido de extrema importância para a micologia médica. As moléculas 
secretadas pelos microrganismos podem ser utilizadas no imunodiagnóstico das 
doenças. Porém, para a utilização de um exoantígeno de S. schenckii para diagnóstico 
da esporotricose, alguns fatores devem ser considerados já que não existe um 
consenso entre os grupos de pesquisa para sua padronização. A variabilidade da 
secreção das proteínas/glicoproteínas existente entre isolados requer a seleção de um 
isolado comum a todos os centros de pesquisa, o meio de cultura utilizado, as 
condições de cultura, o tipo celular escolhido (micélio ou levedura) que influenciam 
diretamente no conteúdo protéico/glicoprotéico final que compõe o exoantígeno.  
Em geral, moléculas comumente secretadas e fortemente reconhecidas por 
soros de pacientes com esporotricose são candidatas para utilização em testes 
diagnósticos, uma vez que a molécula purificada permite melhor padronização do teste. 
A imunoproteômica é uma forma rápida e prática de buscar moléculas imunogênicas 
que possam servir como biomarcadores de doenças. Proteínas que possuem a 
expressão aumentada/diminuída entre dois ou mais grupos de interesse são 
consideradas candidatas a biomarcadores (Oberg et al., 2008). A técnica de Western 
blot é geralmente empregada na pesquisa clínica (Hayes et al., 1989) e com seu 
resultado é possível definir proteínas importantes na infecção. Desta forma, podem-se 
caracterizar estas proteínas para compreender seu papel na infecção e, em alguns 
casos, desenvolver vacinas (Poobalane, 2007).  
Neste estudo, vários exoantígenos obtidos de diferentes isolados do Estado de 
São Paulo e um isolado obtido do Sul do país, foram obtidos e testados em ensaio de 
Western blot contra soros de pacientes com esporotricose não tratados. Estes 
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exoantígenos apresentaram moléculas de tamanhos variados, de 22 a 120 kDa, sendo 
que molécula de 70 kDa  foi secretada por todos isolados e a de 38 kDa por 8 isolados, 
em diferentes intensidades. Pela técnica de Western blot muitas moléculas presentes 
nos exoantígenos foram reconhecidas pelos soros dos pacientes com esporotricose. 
Diversas moléculas com peso molecular superior a 80 kDa apresentaram forte reação 
com o “pool” de soros das duas formas clínicas: fixa e linfocutânea. A molécula 
comumente reconhecida é de 70 kDa, seguida da de 38 kDa. Scott & Muchmore (1989) 
empregando soros de pacientes de esporotricose com a forma linfocutânea observaram 
que 8 a 10 moléculas entre 40 a 70 kDa são reconhecidas; soros de pacientes com a 
forma extracutânea reconhecem 15 a 20 moléculas entre 22 a 70 kDa; as moléculas de 
40 e 70 kDa são comumente reconhecidas por soros de formas clínicas distintas e as 
moléculas de 22 e 36 kDa foram bastante reconhecidas pelos soros dos pacientes com 
a forma extracutânea. Por outro lado, Mendoza et al. (2002) observaram que moléculas 
de 40, 55, 68, 74, 90 e 147 kDa eram reconhecidas pela maioria dos soros de pacientes 
com esporotricose.   
Soros de camundongos infectados experimentalmente reconhecem diversas 
moléculas antigênicas como 90 kDa, 87 kDa, 80 kDa, 75kDa, 60 kDa, 45 kDa,  38 kDa e 
30 kDa. A molécula que foi mais reconhecida em diferentes exoantígenos foi a de 60 
kDa, em 5 dos 10 exoantígenos. Há diferenças de reconhecimento das moléculas 
antigênicas nos dois sistemas testados – humano e murino.  
Nascimento & Almeida (2005) apontam como molécula imunodominante da 
esporotricose experimental a fração de 70 kDa. Posteriormente, Nascimento et al. 
(2008) demonstrou que esta molécula é uma glicoproteína presente na superfície das 
células leveduriformes e é uma adesina putativa para fibronectina e laminina. Nossos 
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resultados  apontam a molécula de 60 kDa como mais reconhecida em exoantígenos 
diferentes. Possivelmente os nossos resultados sejam diferentes dos obtidos por 
Nascimento & Almeida (2005), pois utilizamos exoantígenos obtidos da fase micelial 
enquanto eles utilizaram exoantígeno obtido de S. schenckii forma leveduriforme. 
Porém, os exoantígenos utilizados para Western blot com soros humanos também 
foram obtidos a partir de micélio e neste caso, a molécula de 70 kDa foi 
majoritariamente reconhecida. 
Lima & Lopes-Bezerra (1997) relataram que a parede celular de células 
leveduriformes de três isolados de S. schenckii possuem a glicoproteína de 84 kDa. 
Esta fração é fortemente reconhecida por soro de coelho infectado experimentalmente 
com S. schenckii. 
Estudos epidemiológicos são importantes para o mapeamento do fungo na 
natureza. Sobre a epidemiologia da esporotricose é de conhecimento geral que esta é 
uma doença que acomete tanto humanos como animais, principalmente felinos 
domésticos (Felis catus) (Marques et al., 1993; Larsson et al., 1989; Nobre et al., 2001; 
Schubach et al., 2001; Oliveira-Neto et al., 2002; Barros et al., 2003; Souza et al., 
2006).  
Estudos sorológicos realizados por Loureiro Y Penha & Lopes-Bezerra (2000) 
mostraram que o antígeno SsCBF apresenta alta especificidade para diagnóstico da  
esporotricose humana pelo teste de ELISA. Decidimos verificar se este antígeno seria 
útil para ser empregado como esporotriquina. Neste estudo, três tipos de esporotriquina 
foram testados em camundongos infectados experimentalmente: exoantígeno bruto, 
molécula SsCBF purificada e molécula de 38 kDa purificada. A molécula de 38 kDa foi 
selecionada para este experimento, já que notamos que diversos isolados a secretam e 
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que é uma molécula imunodominante da esporotricose humana. O exoantígeno bruto 
não gerou testes intradérmicos positivos, talvez devido o fato dos isolados empregados 
na preparação da esporotriquina não terem secretado moléculas estimuladoras da 
resposta celular. A molécula de 38 kDa também não foi eficiente para este tipo de 
estudo, talvez pelo fato de ser importante na esporotricose humana e não murina. A 
única molécula que induziu resposta imune celular foi a fração SsCBF. Com 30 dias de 
infecção, 2 µg do antígeno promoveu resposta celular após 24 h do desafio. Quando a 
infecção está um pouco mais avançada (45 dias), 1µg ou 2 µg do antígeno promovem 
resposta intradérmica positiva após 24 h e 48h do desafio. A análise histológica das 
patas desafiadas com SsCBF mostrou um infiltrado inflamatório constituído por 
linfócitos circundando vênulas e veias, características que estão de acordo com 
Janeway et al. (2002) que descreve a resposta HTT como uma reação inflamatória local 
mediada por células T que se desenvolve em 24-72h após o inóculo do antígeno. O 
inchaço típico da resposta esta relacionado com a entrada de plasma e células 
acessórias no local. Estes resultados demonstram que esta molécula poderia ser usada 
como ferramenta para estudos epidemiológicos.  
Para estudos epidemiológicos, a esporotriquina é tradicionalmente preparada 
como descrito por Castro (1960), como sendo uma preparação de antígeno bruto do 
fungo S. schenckii (fase leveduriforme).  Diferentemente dos nossos resultados de 
testes intradérmicos com exoantígeno bruto, vários autores utilizaram esporotriquina 
com sucesso, seja em estudos epidemiológicos em animais ou em humanos. Rodrigues 
e Resende (1996) realizaram inquérito com esporotriquina em mineradores em diversas 
minas de ouro de Minas Gerais. Itoh et al. (1986) prepararam a esporotriquina para 
inquérito e acompanhamento de 200 pacientes com esporotricose. Costa et al. (1994) 
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realizaram inquérito epidemiológico em mamíferos silvestres da América Latina 
oriundos do Parque Zoológico de São Paulo. O problema de utilizar o exoantígeno bruto 
como esporotriquina está no fato de que o mesmo pode ser produzido seguindo 
diferentes protocolos e meios de cultura. Desta forma, a esporotriquina obtida em um 
laboratório pode ser constituída de moléculas diferentes em relação à obtida em outro 
laboratório. Mesmo seguindo o protocolo proposto por Castro (1960) para obtenção de 
esporotriquina (antígeno bruto) podem ocorrer variações na composição protéica já que 
isolados diferentes podem ser utilizados para a obtenção desta preparação. Sánchez-
Alemán et al. (2004) utilizaram a esporotriquina (antígeno bruto) para estudo 
epidemiológico no México. 
Devido ao fato de felinos domésticos serem hospedeiros de S. schenckii e 
potenciais transmissores do fungo para o homem, por meio de mordedura ou 
arranhadura, a esporotricose é considerada uma importante zoonose. O fungo S. 
schenckii já foi isolado das unhas de gatos sadios (Souza et. al, 2006) e de amostras 
clínicas de animais doentes (Larsson et al., 1989; Marques et al., 1993; Nobre et al., 
2001; Schubach et al., 2001; Barros et al., 2003). Diversos casos de esporotricose 
felina e da transmissão animal-homem têm sido relatados nos últimos anos em 
diferentes regiões do Brasil como Rio Grande (Rio Grande do Sul) (Souza et al., 2006), 
Rio de Janeiro (Rio de Janeiro) (Nobre et al., 2001; Schubach et al., 2001; Oliveira-Neto 
et al., 2002; Barros et al., 2003), Botucatu (São Paulo) (Marques et al., 1993) e São 
Paulo (capital) (Larsson et al., 1989).  Surtos da doença em felinos e em humanos 
muitas vezes correlacionados têm sido descritos com frequência na literatura (Lima-
Barros et al., 2001; Schubach et al., 2001, Barros et al., 2004; Souza et al. 2006). 
Atualmente a doença é considerada endêmica no estado do Rio de Janeiro (Bernardes-
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Engemann, 2009), principalmente na Baixada Fluminense (Barros et al., 2008). Os 
locais mais atingidos são os municípios de Duque de Caxias, Nova-Iguaçu, Nilópolis e 
São João de Meriti, áreas caracterizadas pelas baixas condições sócio-econômicas, 
com serviços precários de saúde e saneamento (Barros et al., 2004; Barros et al., 
2008). Schubach et al. (2001) estudaram 148 gatos com esporotricose e 84 gatos 
saudáveis que conviviam no mesmo local. Em relação aos gatos doentes, puderam 
observar 100% de isolamento do fungo das lesões, 66,2% da cavidade nasal, 41,8% da 
cavidade oral e 39,5% unhas destes animais. Souza et al. (2006) observaram 29,1% de 
positividade no isolamento do fungo das unhas de gatos sadios, comprovando que o 
animal entra em contato com o fungo e nem sempre desenvolve a doença. Assim, é 
possível dizer que o gato apresenta um importante papel na dinâmica da esporotricose, 
sendo um fator ecoepidemiológico determinante.  
Neste trabalho, padronizamos um teste sorológico para o diagnóstico da 
esporotricose felina utilizando soros de animais saudáveis, porém gatos ferazes e soros 
de gatos com esporotricose comprovada. Três antígenos foram avaliados quanto ao 
seu potencial para o diagnóstico da esporotricose felina: exoantígeno bruto, molécula 
SsCBF e molécula de 38 kDa. Como já foi demonstrado que a molécula SsCBF é útil no 
diagnóstico da esporotricose humana (Loureiro Y Penha & Lopes-Bezerra, 2000), 
resolvemos testá-la no diagnóstico da esporotricose felina.  
Um dos principais desafios é identificar um bom antígeno que seja espécie-
específico, sensível e reprodutível. Outro aspecto importante é a variação intrínseca do 
isolado utilizado para a preparação antigênica. A combinação destas características é 
imprescindível para o desenvolvimento de novas ferramentas para o diagnóstico de 
doenças infecciosas (Bernardes-Engemann, 2009). 
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É importante diagnosticar precocemente a esporotricose felina, pois no gato, o 
fungo atinge diversos órgãos, tornando-se disseminada rapidamente. Quando a doença 
é diagnosticada, o grau da infecção é avançado e o animal não responde ao 
tratamento, o que leva à morte ou a escolha de eutanásia pelo proprietário e veterinário. 
Este tipo de animal é um potencial transmissor desta micose para o homem e entre 
outros gatos. Conforme a doença evolui, o animal se torna agressivo e inacessível, e 
reage à manipulação mordendo ou arranhando seu proprietário, veterinários e 
auxiliares, podendo contaminá-los (Dunstan et al., 1986; Larsson et al., 1989; Lima-
Barros et al., 2001; Schubach et al., 2001). Se a doença for diagnóstica precocemente, 
o tratamento pode ser rapidamente estabelecido evitando a morte do animal e o 
contágio de outros indivíduos, animais ou seres humanos.  
Neste estudo, para o diagnóstico da esporotricose felina, a molécula SsCBF 
apresentou sensibilidade de 73,33% e especificidade de 91,67% quando estipulamos 
um “cutoff” mais alto (média dos soros normais + 2 vezes o desvio padrão). Para um 
“cutoff” menor (média dos soros normais + 1 vez o desvio padrão) a sensibilidade subiu 
para 83,33% e especificidade de 91,7%. Porém, o exoantígeno bruto de S. schenckii 
apresentou resultados parecidos, sensibilidade de 83,33% e a especificidade de 
91,67% (“cutoff” maior) e 96,7% e 91,7% (“cutoff” menor). Apesar dos dois antígenos 
apresentaram eficácia parecida neste tipo de teste diagnóstico, o uso de molécula 
purificada permite padronização do diagnóstico entre laboratórios, já que o exoantígeno 
bruto pode ser produzido de formas diferentes, sem padronização em seu preparo, 
além de apresentar diferentes moléculas quando obtido de isolados diferentes. A 
molécula de 38 kDa foi pouco eficiente para este fim, quando considerado o “cutoff” 
maior. A molécula apresentou sensibilidade de 26,66% e especificidade de 91,67% 
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(“cutoff” maior). Considerando um “cutoff” menor, a eficiência da molécula melhora 
significantemente, onde a sensibilidade sobe para 63,3%, porém a especificidade cai 
para 83,3%.  
Alguns soros de gatos considerados “normais”, já que não apresentavam 
sintomas da doença, reagiram contra alguns desses antígenos testados. Isto pode ser 
explicado pelo fato destes gatos serem ferais, ou seja, gatos que vivem nas ruas,  
podendo assim ter entrado em contato com o fungo no solo ou nos vegetais, se 
infectando, porém sem sintomas. Esta situação pode afetar a especificidade do teste 
sorológico em questão.  
Apesar da molécula de 38 kDa não ter sido útil para testes intradérmicos em 
camundongos e ter apresentado limitações no diagnóstico da esporotricose felina, seria 
interessante continuar os estudos com esta molécula para compreensão do seu papel 
biológico na infecção, já que ela é secretada pela maioria dos isolados estudados e 
fortemente reconhecida pelos soros dos pacientes.  
Este estudo fornece, pela primeira vez, conhecimento geral sobre os isolados 
brasileiros de S. schenckii, demonstrando as variações intra-espécie: características 
genotípicas e fenotípicas. Ilustra a resposta humoral murina (experimental) e humana, 
apontando moléculas importantes na infecção. Além disso, mostra a eficiência do 
antígeno bruto e da molécula SsCBF no diagnóstico da esporotricose felina e da última 
molécula em testes intradérmicos murinos.  
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6. CONCLUSÕES 
 
 A morfologia predominante dos conídios dos isolados brasileiros de S. schenckii 
é oval. 
 Não há diferença significativa entre a área conidial dos isolados brasileiros 
quando são comparados quanto à origem geográfica. 
 Os conídios dos isolados de origem animal possuem área conidial maior que os 
conídios dos isolados obtidos de pacientes com esporotricose. 
 Os isolados provenientes da região Norte do país são mais tolerantes à 
temperatura e os isolados provenientes da região Nordeste do país são mais 
sensíveis a este fator climático. 
 Os isolados de origem animal são mais tolerantes à temperatura de 35º C 
quando comparados com os isolados provenientes de pacientes com 
esporotricose linfocutânea. 
 Os isolados de origem animal são mais tolerantes à temperatura de 37º C 
quando comparados com isolados obtidos de pacientes com as  formas clínicas 
linfocutânea e fixa. 
 Os isolados brasileiros apresentam grande variabilidade genética entre si quando 
avaliados pela técnica de RAPD utilizando o primer OPD 18. 
 A variabilidade genética observada pela técnica de RAPD independe a origem 
geográfica ou origem clínica, animal ou ambiental. 
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 O polimorfismo da região ITS do gene ribossomal dos isolados brasileiros de S. 
schenckii, evidenciou três genótipos, independentes da origem geográfica ou 
origem clínica, animal ou ambiental. 
 A secreção de proteínas/glicoproteínas é variável entre os isolados brasileiros, 
alterando sua composição de acordo com o meio de cultura. A secreção destas 
moléculas se torna ligeiramente mais homogênea quando se compara isolados 
de região geográfica mais restrita, Estado de São Paulo. 
 Quanto às características fisiológicas e relacionadas aos fatores de virulência, 
todos os isolados brasileiros avaliados são produtores das enzimas DNAse e 
urease; dos isolados avaliados, 15,78% expressam gelatinase, 26,31% 
expressam proteinase e 21,05% expressam caseinase, considerados fatores de 
virulência; todos os isolados avaliados toleram pressão osmótica de 16,6% de 
glicerol, 89,47% toleram pressão osmótica de 20% e todos são sensíveis às 
pressões osmóticas de 23% e 28,5 % de glicerol; todos os isolados avaliados 
toleram pressão salina de 6% e 8%;  42,10% toleram pressão de 9% e 10% de 
sal e todos são inibidos à 12% de sal e todos os isolados avaliados crescem na 
faixa de pH de 2,2 a 12,5. 
 Não há relação entre a virulência dos isolados e as manifestações clínicas ou 
origem geográfica. A virulência do isolado pode estar relacionada ao seu 
genótipo já que o isolado Ss 54, o qual possui genótipo diferente dos outros 
isolados estudados, foi mais virulento. 
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 Experimentalmente, cada isolado possui mecanismo individual para elicitar o 
sistema imune do hospedeiro, provocando diferentes perfis de resposta humoral. 
A molécula imunodominante da esporotricose murina é a de 60 kDa. 
 As moléculas de 70 kDa e 38 kDa secretadas por diferentes isolados de S. 
schencki, são comumente reconhecidas por soros de pacientes com 
esporotricose fixa e linfocutânea. 
 O antígeno bruto do isolado Ss 118 e a fração SsCBF são eficientes para 
diagnóstico da esporotricose felina através da técnica de ELISA. 
 A fração SsCBF é capaz de elicitar resposta imune do tipo HTT em 
camundongos experimentalmente infectados. 
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ANEXO I 
 
MEIOS DE CULTURA 
 
Para o preparo dos meios de cultura, todas as substâncias foram pesadas e 
dissolvidas em água destilada, sob aquecimento, em balão de 2000 ml até dissolução 
completa e o pH foi corrigido. A esterilização foi feita em autoclave, a 120ºC, por 15 
minutos. Quando o meio era sólido (ágar), o mesmo foi plaqueado antes do 
resfriamento. 
 
Meio Sabouraud ágar  
GIicose (Synth)................................................................................................ 20g 
Peptone (Synth) .............................................................................................. 5g 
Agar (Oxoid) ................................................................................................ 20g 
Água destilada .................................................................................................. 1000 ml 
pH 6,7 inicial  
 
Meio Sabouraud caldo  
Glucose (Synth)........................................................................................ 20g 
Peptone (Synth) ...................................................................................... 5g 
Água destilada ............................................................................................... 1000 ml 
pH 6,7 inicial  
  
Meio Agar batata (PDA)  
Potato Dextrose Ágar (Difco).......................................................................... 39g 
Água destilada .................................................................................................. 1000 ml 
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Meio Mínimo caldo  
Na2HPO4 (Synth) ............................................................................................ 1,4 g 
Glucose (Synth) ............................................................................................. 20g 
Cisteína.................................................................................................... 0,27g 
Asparagina...................................................................................................... 0,3g 
Glicina............................................................................................................. 0,5g 
Glutamina........................................................................................................ 1g 
L-tirosina........................................................................................................ 0,58g 
Água destilada............................................................................................... 1000 mL 
pH 7,45  
 
Meio M 199 caldo  
M199 (Sigma) ............................................................................................. 15 g 
Glucose (Synth) ............................................................................................ 10g 
NaHCO3 (Synth).............................................................................................. 0,35g 
Água destilada............................................................................................... 1000 mL 
pH 7,9  
 
Meio Christensen Urease ágar  
 
Peptona (Synth).............................................................................................. 1g 
Glicose (Synth)............................................................................................... 1g 
Cloreto de sódio (Synth)  .............................................................................. 5g 
Fosfato de potássio monobásico (Synth)....................................................... 2g 
Fenol vermelho.............................................................................................. 12 mg 
Ágar (BD) ....................................................................................................... 20g 
Água destilada............................................................................................... 1000 mL 
pH 6,8  
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A peptona, a glicose, o cloreto de sódio, o fosfato de potássio e o fenol vermelho 
foram dissolvidos em 900 mL de água destilada e o pH foi ajustado. Em seguida, o ágar 
foi adicionado e dissolvido completamente em banho-maria. A esterilização foi feita em 
autoclave, a 120ºC, por 15 minutos. Após esfriar, foi adicionado ao meio estéril 100 mL 
de uma solução de uréia filtrada em filtro Millipore 0.22 µm a 20%. O meio de cultura foi 
homogeneizado e plaqueado.  
 
Meio para liquefação da gelatina   
Extrato de carne (Oxoid)  .............................................................................. 3g 
Peptona (Synth) ............................................................................................ 5g 
Gelatina (Difco) .............................................................................................. 120g 
Fosfato de potássio monobásico (Synth) ...................................................... 2g 
Água destilada............................................................................................... 1000 mL 
pH 7,0  
 
Os ingredientes foram dissolvidos em banho-maria e a mistura foi agitada 
vagarosamente com um bastão de vidro. O pH foi ajustado para 7,0. O meio foi 
distribuído em alíquotas de 7 mL em tubos de ensaio. A esterilização foi feita em 
autoclave, a 120ºC, por 15 minutos. 
 
Meio Caseinase ágar   
Meio – I Leite desnatado................................................. 10g 
 Água destilada................................................ 100 mL 
Meio- II Ágar (BD) ......................................................... 2g 
 Água destilada................................................. 100 mL 
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Para o preparo do meio de cultura Caseinase ágar, os componentes do meio I e 
II foram pesados e dissolvidos em água destilada separadamente até dissolução 
completa. A esterilização foi feita em autoclave, a 120ºC, por 15 minutos. Os meios I e II 
foram resfriados, misturados e plaqueados.  
 
Meio Proteinase ágar 
 
  
Meio - I Ágar (BD) ......................................................... 18g 
 Água destilada................................................. 900 mL 
Meio- II Yeast Carbon Base......................................... 11,7g 
 Albumina bovina- Fração V (Calbiochem).........  2g 
 Protovit .......................................................... 2,5 mL 
 Água destilada............................................... 100 mL 
 
Para o preparo do meio de cultura Proteinase ágar, os componentes do meio I 
foram pesados, dissolvidos em água destilada sob aquecimento, em balão de 2000 ml 
até dissolução completa. A esterilização foi feita em autoclave, a 120ºC, por 15 minutos. 
Os componentes do meio II foram misturados, o meio foi filtrado em filtro Millipore 
0,22M e misturado ao Meio I, já resfriado. Após a mistura, o meio foi plaqueado.  
 
Meio DNAse – (Difco)   
Meio ágar DNAse ............................................................................................. 42g 
Água destilada q.s.p. ........................................................................................ 1000 ml 
  
Meio BHI caldo (Acumedia)  
BHI (Acumedia) ................................................................................................ 37g 
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Água destilada q.s.p. ....................................................................................... 1000 ml 
 
Meio BHI ágar (Acumedia)  
BHI ágar (Acumedia) ....................................................................................... 52 g 
Água destilada q.s.p. ........................................................................................ 1000 ml 
 
SOLUÇÕES 
 
PBS 10X 1,5 M pH 7,2  
NaCl (Synth)..................................................................................................... 80g 
KCl (Synth) ...................................................................................................... 2g 
Na2HPO4 (Synth) ............................................................................................. 11,5g 
KH2PO4 (Synth)................................................................................................ 2g 
Água destilada .................................................................................................. 1000 ml 
 
Dissolver primeiramente o KH2PO4 em 100 mL de água e acertar o pH para 7,2. 
Acrescentar as outras substâncias, completar para o volume final e homogeneizar. 
Para a preparação do PBS 1 x, diluir 100 mL da solução acima em 900 mL de 
água bidestilada. 
 
Solução de transferência para Western blot  
Trizma base (GibcoBRL) .................................................................................. 3,62g 
Glicina (Synth) ................................................................................................. 18g 
Metanol (Synth)................................................................................................ 250 mL 
Água destilada q.s.p. ....................................................................................... 1000 ml 
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Tampão carbonato-bicarbonato 0,1 M pH 9,6 para ELISA 
Na2CO3 (Synth) ................................................................................................ 1,59g 
Na2HCO3 (Synth) ............................................................................................. 2,93g 
NaN3 (Synth) .................................................................................................... 0,2 g 
Água destilada q.s.p. ....................................................................................... 1000 ml 
  
Tampão Citrato 0,1 M pH 4,5 para ELISA  
Ácido cítrico 0,1M (Synth) ............................................................................... 24,3 mL 
Na2HPO4 0,1M (Synth) .................................................................................... 25,7 mL 
Água destilada q.s.p........................................................................................ 100 mL 
 
Acertar o pH da solução de Na2HPO4 0,1M com a solução de ácido cítrico 0,1M 
aos poucos. Quando o pH estiver em 4,5, acrescentar 50 mL de água destilada. 
 
Lactofenol azul de algodão para microcultivo  
Fenol (Sigma) ................................................................................................... 10g 
Ácido lático........................................................................................................ 10g 
Glicerina (Synth) ............................................................................................... 20g 
Água destilada .................................................................................................. 10 ml 
 
Dissolver as substâncias pelo calor e adicionar 0,05g de azul de algodão após o 
preparo da solução. 
 
Tampão de amostra 4x para SDS-PAGE   
Tris HCl 0,5M pH 6,8 ....................................................................................... 6mL 
SDS ................................................................................................................. 1g 
Glicerol ............................................................................................................. 5 mL 
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Azul de bromofenol .......................................................................................... 
β-mercaptoetanol 1% .......................................................................................  
Água MilliQ q.s.p. ............................................................................................. 
0,005g 
120 µl 
12mL 
 
TBE 10x para eletroforese de ácidos nucléicos 
 
Tris-base (Gibco BRL) ...................................................................................... 108g 
Ácido bórico (Gibco BRL).................................................................................. 55g 
EDTA 0,5M pH 8,0 ........................................................................................... 40 mL 
Água MilliQ q.s.p. ............................................................................................. 100 mL 
 
Para a preparação do TBE 1 x, diluir 100 mL da solução acima em 900 mL de 
água MilliQ estéril. 
 
SSC 20x transferência para Southern blot pH 7,0  
Cloreto de sódio (Synth) .................................................................................. 175,32g 
Citrato de sódio (Synth) .................................................................................... 88,23g 
Água MilliQ q.s.p. ............................................................................................. 1000mL 
 
Tampão de corrida 10x para eletroforese de proteínas  
Trizma base (Gibco BRL) ................................................................................ 30,825g 
Glicina (Synth) ........................................................................................... 144,13g 
SDS ........................................................................................................... 10g  
Água bidestilada q.s.p. .................................................................................... 1000mL 
 
Para a preparação do tampão de corrida 1x, diluir 100 mL da solução acima em 
900 mL de água bidestilada. 
